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5.1. RESUMEN 
 
ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ENOXAPARINA SOBRE LA CIRROSIS E HIPERTENSIÓN 
PORTAL EXPERIMENTAL 
 
INTRODUCCIÓN 
La administración de anticoagulantes en pacientes con cirrosis hepática es 
controvertida debido a que esta enfermedad ha sido considerada durante mucho 
tiempo un estado hipocoagulante. Sin embargo, en las últimas dos décadas se ha 
puesto de manifiesto que la hemostasia mantiene un equilibrio precario en pacientes 
con cirrosis hepática, pudiendo presentar tanto un fenotipo hipocoagulante como uno 
protrombótico, y que la anticoagulación en pacientes con cirrosis hepática no se asocia 
a un mayor riesgo de episodios hemorrágicos ni a una mayor mortalidad cuando 
dichos episodios se producen. Por otro lado, se ha sugerido además que este potencial 
estado procoagulante está íntimamente implicado en la progresión de la enfermedad 
hepática. Así, un reciente ensayo clínico en pacientes con cirrosis hepática 
descompensada mostró que la administración de dosis profilácticas de enoxaparina, 
una heparina de bajo peso molecular, no solo prevenía el desarrollo de trombosis 
portal, sino que también retrasaba la aparición de complicaciones de la enfermedad y 
aumentaba la supervivencia. En la misma línea, varios estudios experimentales han 
observado una mejoría de la fibrosis hepática mediante la administración de diferentes 
anticoagulantes. Todas estas observaciones, por tanto, establecen una base racional 
para la utilización de terapias anticoagulantes en la cirrosis. Es importante destacar, sin 
embargo, que la administración de anticoagulantes en todos los estudios 
experimentales previos se inició antes de que se hubiese establecido una cirrosis, que 
los efectos sobre la presión portal no fueron evaluados, y que la mejoría de la fibrosis 
en la mayoría de ellos fue relativamente pequeña. 
En base a las evidencias clínicas y experimentales disponibles en la actualidad, 
pensamos que era importante realizar un estudio de los efectos de la administración a 
largo plazo de la enoxaparina en distintos modelos experimentales, administrando el 
fármaco una vez estuviese establecida la cirrosis hepática y valorando conjuntamente 
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su efecto sobre la fibrosis hepática, las alteraciones hemodinámicas sistémicas y 
hepáticas, y la respuesta inflamatoria sistémica. Este diseño reflejaría mejor el 
escenario clínico más relevante sobre el que se necesita actuar, y permitiría valorar de 
forma más exhaustiva la capacidad de la enoxaparina para modificar la historia natural 
de la cirrosis hepática. En este contexto, la selección de modelos animales que sean 
reproducibles y de un régimen anestésico adecuado para la realización de mediciones 
hemodinámicas son factores cruciales para optimizar la detección de los posibles 
efectos de la enoxaparina. 
OBJETIVOS 
El OBJETIVO GENERAL del presente trabajo fue evaluar los efectos de la 
enoxaparina sobre aspectos centrales de la historia natural de la cirrosis hepática, 
como el desarrollo de fibrosis hepática, de hipertensión portal, y de sus 
complicaciones. Nuestro proyecto incluyó dos estudios preliminares, uno dirigido a 
elegir el protocolo de administración oral de tetracloruro de carbono (CCl4) más 
reproducible para el desarrollo de cirrosis, y otro dirigido a elegir el régimen anestésico 
más óptimo para las mediciones hemodinámicas in vivo. 
Nuestros OBJETIVOS ESPECÍFICOS fueron: 
I. Optimización del diseño experimental: 
Objetivo I.A: Comparar la reproducibilidad de dos protocolos de inducción de cirrosis 
hepática en ratas basados en la administración oral de CCl4 en relación a : i. La 
mortalidad asociada; ii. La curva de ganancia de peso corporal; iii. Parámetros 
hematológicos, bioquímicos y de función hepática; iv. Parámetros cardio-respiratorios; 
v. El desarrollo de hipertensión portal y ascitis; vi. El desarrollo de fibrosis y cirrosis 
hepática. 
Objetivo I.B: Comparar los efectos de la anestesia con sevoflurano con los de la 
anestesia con Ketamina+Diazepam en ratas normales y en ratas con hipertensión 
portal prehepática inducida por la ligadura parcial de la vena porta. Los parámetros 
evaluados fueron: i. Parámetros anatómicos generales; ii. Estabilidad de la anestesia y 
necesidad de ajuste de dosis; iii. Mortalidad durante la anestesia; iv. Parámetros 
23
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hematológicos, bioquímicos y gasométricos; v. Parámetros hemodinámicos sistémicos; 
vi. Medición de la presión portal.
II. Determinar los efectos de la enoxaparina, incluyendo distintas dosis y
utilizando 3 modelos experimentales de cirrosis hepática, sobre los siguientes 
aspectos de esta enfermedad: 
Objetivo II.A: En ratas con cirrosis hepática inducida por la administración oral de CCl4 
y por la ligadura del colédoco (LC), evaluar el efecto de la enoxaparina sobre: i. La 
mortalidad; ii. La ganancia de peso corporal; iii. Parámetros hematológicos y 
bioquímicos; iv. El desarrollo de fibrosis hepática; v. Parámetros cardio-respiratorios; 
vi. El desarrollo de hipertensión portal y ascitis; vii. La translocación bacteriana y la
respuesta inflamatoria sistémica. 
Objetivo II.B: En ratas con cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 
inhalado, determinar el efecto de la enoxaparina sobre la disfunción endotelial 
evaluada tanto a nivel del lecho portal como de la arteria hepática.  
MÉTODOS 
Objetivo IA: Tres grupos de ratas Sprague-Dawley (S-D) macho recibieron por sondaje 
gástrico las siguientes sustancias durante 12 semanas o hasta la aparición de ascitis 
severa: el grupo control recibió agua una vez por semana (CTRL, n=11), el grupo del 
protocolo de Runyon recibió CCl4 una vez por semana (CCl4-[1xSem], n=12), y el grupo 
del protocolo de Regimbeau modificado recibió CCl4 dos veces por semana (lunes y 
viernes) (CCl4-[2xSem], n=15). Las dosis de CCl4 fueron ajustadas a los cambios en el 
peso corporal. En la segunda-tercera semana tras recibir la última dosis de CCl4, se 
realizó un estudio hemodinámico con medición de la presión portal, presión arterial 
media (PAM), y presión venosa central, y se tomaron muestras sanguíneas y tisulares. 
La fibrosis hepática se evaluó con las tinciones de Masson y rojo Sirio. 
Objetivo IB: Cuarenta y una ratas S-D macho se dividieron aleatoriamente en 4 grupos 
en función de la realización o no de una ligadura parcial de la porta (LPVP) y del 
régimen anestésico utilizado durante la realización de un estudio hemodinámico: 
grupo normal con sevoflurano (CTRL-Sevo, n=8), grupo normal con 
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Ketamina+Diazepam (CTRL-KD, n=11), grupo LPVP con sevoflurano (LPVP-Sevo, n=9), y 
grupo LPVP con Ketamina+Diazepam (LPVP-KD, n=13). Se realizó un estudio 
hemodinámico para la medición de presiones sanguíneas, y se tomaron muestras 
sanguíneas y tisulares. En los grupos LPVP, dicho estudio se realizó 4 días después de la 
realización de la cirugía. 
Objetivo IIA y B: Se utilizaron tres protocolos distintos para inducir cirrosis hepática en 
ratas S-D macho: 1) Administración orogástrica de CCl4 durante 12 semanas según el 
protocolo de Regimbeau modificado (desarrollado en el objetivo IA del presente 
proyecto); 2) Administración de CCl4 inhalado dos veces por semana durante 12 
semanas; 3) Ligadura del colédoco. A los distintos grupos de ratas (n= 8-15 por grupo), 
se les administró diariamente suero salino o diferentes protocolos de enoxaparina por 
vía subcutánea: 40 UI/Kg de peso corporal a partir de la octava semana de 
administración de CCl4; 180 UI/Kg de peso corporal a partir de la primera u octava 
semana de administración de CCl4; y 180 UI/Kg de peso corporal a partir de la segunda 
semana tras la ligadura del colédoco. Los grupos control a los que se les administró 
agua por vía orogástrica o se les realizó una laparotomía sin ligadura del colédoco 
(cirugía Sham), siguieron estos mismos protocolos. Se midió la presión portal en la 
vena ileocólica y la fibrosis hepática se evaluó mediante las tinciones de Masson y rojo 
Sirio, y de la expresión en el hígado de los genes Col1a1 (colágeno tipo-1), Acta2 
(alpha-smooth muscle actin) y Timp1 (tissue inhibitor of metalloproteinases-1). Se 
determinó la presencia de peritonitis bacteriana espontánea cultivando el líquido 
ascítico en medio fluido de tioglicolato, y la respuesta inflamatoria sistémica se evaluó 
midiendo los niveles circulantes de IL-6. Para valorar la disfunción endotelial se 
realizaron estudios de perfusión portal y bi-vascular hepática ex-vivo en ratas con 
cirrosis hepática inducida por CCl4 inhalado. 
RESULTADOS 
Objetivo IA: Comparado con los grupos CTRL y CCl4-[1xSem], el grupo CCl4-[2xSem] 
desarrolló más frecuentemente ascitis (0% vs. 10% vs. 80%, p< 0,01), y presentó una 
mayor presión portal (6,8±1,5 vs. 9,9±2,2 vs. 14,5±2,7 mmHg, p<0,001), esplenomegalia 
(evaluada por la relación peso bazo/peso corporal: 0,16±0,02 vs. 0,26±0,11 vs. 0,34±0,09, 
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p<0,001) y trombocitopenia (905±93 vs. 865±97 vs. 542±246 x10^3 plaquetas/uL, 
p<0,001). Las ratas del grupo CCl4-[2xSem] también presentaron un mayor grado de 
atrofia hepática (evaluada por la relación peso hígado/peso corporal, p< 0,001) y de 
disfunción hepática evaluada por las concentraciones sanguíneas de glucosa (p<0,01), 
albúmina (p<0,0001), fibrinógeno (p<0,001), bilirrubina total (p<0,01) y por el valor del 
INR (p<0,0001). No existieron diferencias en la mortalidad entre los grupos CCl4-[1xSem] 
y CCl4-[2xSem] (17% vs. 33%, p=0,41). 
Objetivo IB: Los dos regímenes anestésicos lograron una profundidad anestésica 
adecuada en ratas con y sin hipertensión portal, y no influyeron sobre la medición de la 
presión portal y de la PAM. Sin embargo, las ratas anestesiadas con Ketamina+Diazepam 
mostraron una mayor variabilidad individual que resultó en una mayor necesidad de 
ajuste de la dosificación (50 vs. 17,6 %, p=0,05) y en una mayor mortalidad (20,8 vs 0 %; 
p=0,065). Las ratas anestesiadas con Ketamina+Diazepam presentaron también una 
mayor elevación de AST (CTRL-Sevo: 62±24 UI/mL, CTRL-KD: 123±33 UI/mL, LPVP-Sevo: 
74±32 UI/mL, y LPVP-KD: 119±31 UI/mL; p=0,007), probablemente debida a necrosis 
muscular secundaria a la inyección de grandes volúmenes de estos anestésicos (un 150-
435 % superiores a los recomendados). 
Objetivo IIA: En comparación con los grupos control, las ratas con cirrosis inducida por la 
administración orogástrica de CCl4 mostraron una tendencia a una menor supervivencia 
y ganancia de PC, las cuales fueron agravadas por la administración de enoxaparina a 
dosis de 180 UI/kg (p<0,01). Las ratas que recibieron CCl4 tuvieron alterados diversos 
parámetros analíticos (elevación de INR, AST, ALT, bilirrubina y disminución de albúmina, 
proteínas totales, glucosa y plaquetas), con independencia de la administración o no de 
enoxaparina. En todos los protocolos experimentales evaluados, las ratas con cirrosis 
hepática que recibieron salino o enoxaparina mostraron aumentos similares del área de 
fibrosis y de la expresión hepática de genes relacionados con la fibrosis en comparación 
con sus respectivos controles (p<0,001). Las ratas con cirrosis hepática inducida por la 
administración orogástrica de CCl4 o por la ligadura del colédoco tuvieron una mayor 
presión portal y una mayor esplenomegalia que sus respectivos controles (p<0,001), 
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también de forma independiente de recibir o no tratamiento con enoxaparina. En los dos 
modelos experimentales, la proporción de ratas con ascitis que desarrollaron una 
peritonitis bacteriana espontánea fue similar en aquellas que recibieron suero salino y en 
aquellas que recibieron enoxaparina (CCl4-Sal: 2 de 7 vs. CCl4-Enox40: 4 de 8, NS; LC-Sal: 
1 de 6 vs. LC-Enox180: 2 de 7, NS). Los niveles de IL-6 circulantes fueron similares en 
estos grupos, independientemente del tratamiento con enoxaparina. 
 
Objetivo IIB: Sólo se detectaron posibles efectos de la enoxaparina sobre la reactividad 
vascular hepática en aquellas ratas que recibieron enoxaparina a dosis alta (180 UI/Kg) 
desde el inicio de la administración de CCl4. Estas ratas presentaron unos valores más 
elevados de resistencia venosa hepática tras la exposición a dosis crecientes de 
acetilcolina y de S-nitroso acetilpenicilamina (SNAP, ambos p<0,05), y un incremento de 
la resistencia sinusoidal tras la adición de SNAP (p<0,05). 
 
CONCLUSIONES 
1. El protocolo de Regimbeau modificado desarrollado en nuestro trabajo representa 
un método más acelerado, eficaz y altamente reproducible de inducción de cirrosis 
hepática, hipertensión portal y ascitis por administración de CCl4 en comparación 
con el protocolo clásico de Runyon, sin asociar una mayor mortalidad. 
 
2. La anestesia inhalada con sevoflurano es preferible a la anestesia intramuscular 
con Ketamina+Diazepam para la realización de estudios hemodinámicos sistémicos 
y hepáticos en ratas con y sin hipertensión portal por: a) su mayor estabilidad, b) su 
menor mortalidad asociada, c) por evitar la necesidad de inyectar volúmenes 
superiores a los recomendados por vía intramuscular en pequeños animales, 
probable causa de necrosis muscular con aumento de la AST, y d) por su idéntica 
capacidad para realizar mediciones válidas y precisas de la presión portal. 
 
3. La administración crónica de enoxaparina a dosis altas o bajas no mejora la fibrosis 
hepática, la hipertensión portal o la disfunción endotelial en diversos modelos 
experimentales de cirrosis hepática avanzada en rata, sugiriendo que el protocolo 
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de administración y, sobre todo, el estadio de la cirrosis hepática pueden ser 
factores determinantes para la obtención de efectos beneficiosos del uso de la 
enoxaparina. 
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5.2. ABSTRACT 
 
EFFECTS OF ENOXAPARIN ON CIRRHOSIS AND PORTAL HYPERTENSION: AN 
EXPERIMENTAL STUDY 
 
INTRODUCTION 
The use of anticoagulants in patients with liver cirrhosis is controversial because 
this disease has long been considered a hypocoagulable state. In the last two decades, 
however, it has been noted that haemostasis in patients with liver cirrhosis is in a 
precarious equilibrium that can easily be tipped towards either a prohaemorrhagic or a 
prothrombotic phenotype, and that anticoagulation in cirrhotic patients does not seem 
to increase neither the frequency of bleeding episodes nor their mortality when such 
episodes occur. Furthermore, it has been suggested that this potential prothrombotic 
state is intimately involved in the progression of liver disease. Thus, a recent clinical 
trial showed that the administration of a prophylactic dose of enoxaparin, a low-
molecular-weight heparin, to patients with decompensated cirrhosis led to a reduction 
in portal thrombosis and other complications of liver disease, and to increased 
survival. Similarly, several experimental studies in the last decade have demonstrated 
an improvement in liver fibrosis by the administration of diverse anticoagulants. All 
these observations settle a rational basis for anticoagulation therapy in patients with 
liver cirrhosis. In all the previous studies, however, it should be noted that the 
administration of anticoagulants started before liver cirrhosis was established, their 
effect on portal pressure was not assessed, and the improvement of liver fibrosis was 
relatively marginal in most of them. 
Based on the accumulated clinical and experimental evidence, we believed that it 
was important to conduct a study to comprehensively assess the effects of long-term 
treatment of enoxaparin on liver fibrosis, systemic and hepatic hemodynamics, and 
systemic inflammation in different experimental models, and also, to initiate the 
administration of enoxaparin once liver cirrhosis was already established. This design 
would reflect better the clinical scenario on which new therapies are more urgently 
needed, and would assess in a more solid manner the ability of enoxaparin to improve 
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the natural history of liver cirrhosis. In this scenario, the selection of animal models 
that are reproducible and of an anesthetic regimen adequate for the measurement of 
hemodynamic parameters are two factors of paramount importance for optimizing the 
detection of the potential effects of enoxaparin. 
AIMS 
The GENERAL AIM of our study was to evaluate the effects of enoxaparin on 
central aspects of the natural history of cirrhosis, such as the development of liver 
fibrosis, portal hypertension and its complications. Our project included two 
preliminary studies, one addressed to choose the most reproducible model of cirrhosis 
induced by the oral administration of carbon tetrachloride (CCl4), and another to 
choose the best anesthetic regimen for hemodynamic measurements in vivo. 
Our SPECIFIC AIMS were:  
I. The optimization of the experimental design: 
Aim I.A: To compare the reproducibility of two protocols of liver cirrhosis induced by 
the oral administration of CCl4 in rats, with respect to: i. Mortality; ii. Body weight 
gain; iii. Hematological, biochemical and liver function parameters; iv. Cardio-
respiratory parameters; v. Development of portal hypertension and ascites; vi. 
Development of fibrosis and liver cirrhosis. 
Aim I.B: To compare the effects of two anesthetic regimens (sevoflurane and 
Ketamine+Diazepam) in rats with and without prehepatic portal hypertension due to 
partial portal vein ligation, with respect to: i. General anatomic parameters; ii. Stability 
of anesthesia and need for dose adjustments; iii. Mortality during anesthesia; iv. 
Hematological, biochemical and gasometric parameters; v. Measurement of systemic 
hemodynamic parameters; vi. Measurement of portal pressure.  
II. To assess the effects of enoxaparin, including different doses and using 3
experimental models of liver cirrhosis, on the following aspects of this disease:
Aim II.A: In rats with cirrhosis induced by the oral administration of CCl4 or by bile-duct 
ligation (BDL), to assess its effects on: i. Mortality; ii. Body weight gain; iii. 
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Hematological and biochemical parameters; iv. Liver fibrosis; v. Cardio-respiratory 
parameters; vi. Development of portal hypertension and ascites; vii. Bacterial 
translocation and systemic inflammation. 
Aim II.B: In rats with cirrhosis induced by inhalation exposure to CCl4, to determine its 
effects on endothelial dysfunction both at the portal and the hepatic arterial beds.  
METHODS 
Aim I.A: The following substances were given by oral gavage to three groups of male 
Sprague-Dawley (S-D) rats for 12 weeks or until the occurrence of overt ascites: control 
group received water once a week (CTRL, n=11), rats from the Runyon´s protocol 
received CCl4 once a week (CCl4-[1xSem], n=12), and rats from the modified 
Regimbeau´s protocol received CCl4 twice a week (Monday and Friday) (CCl4-[2xSem], 
n=15). Dose adjustments of CCl4 were based on changes in body weight. In the second 
or third week after the last dose of CCl4, blood and tissue samples were taken after 
performing a hemodynamic study to measure portal, mean arterial (MAP) and central 
venous pressures. 
Aim I.B: Forty-one male S-D rats were randomly divided into 4 groups based upon 
anesthesic exposure and partial portal vein ligation performance (PPVL): normal 
sevoflurane group (CTRL-Sevo, n=8), normal Ketamine+Diazepam group (CTRL-KD, 
n=11), PPVL sevoflurane group (PPVL-Sevo, n=9), and PPVL Ketamine+Diazepam group 
(PPVL-KD, n=13). A hemodynamic study was performed to measure blood pressures 
and to take blood and tissue samples. In PPVL rats, this study was performed 4 days 
after the surgery.  
Aim II.A and B: Cirrhosis was induced in male S-D rats using 3 protocols: 1) Oral gavage 
with CCl4 twice a week for 12 weeks according to the modified Regimbeau´s protocol 
(developed in objetive I.A of the present project); 2) Inhalation of CCl4 twice a week 
for 12 weeks; 3) Bile duct ligation surgery. Rats (n=8-15/group) underwent daily 
subcutaneous treatment with saline or diverse protocols of enoxaparin: 40 U/kg bw 
from the 8th week of CCl4, 180 U/kg bw from the 1st week or 8th week of CCl4, and 
180 U/kg bw from the 2nd week of BDL. Control groups of rats gavaged with water or 
sham-operated rats followed the same protocols. Portal pressure was measured in the 
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ileocolic vein and liver fibrosis was assessed in Sirius Red and Masson’s trichrome 
stained liver sections and by the expression of the fibrosis-related genes Col1a1 (type 1 
collagen), ACTA2 (alpha-smooth muscle actin) and Timp1 (tissue inhibitor of 
metalloproteinases-1) in the liver. Spontaneous bacterial peritonitis was evaluated by 
culturing a sample of ascitic fluid in thioglycolate medium, and the systemic 
inflammatory response was assessed by measuring the circulating levels of IL-6. Single 
portal vein and bivascular liver perfusion experiments were performed for assessing 
endothelial dysfunction. 
RESULTS 
Aim I.A: Compared with CTRL and CCl4-[1xSem] groups, rats in the CCl4-[2xSem] 
group developed ascites more frequently (0% vs. 10% vs. 80%, p <0.01), and had 
greater portal pressure (6.8±1 5 vs. 9.9±2.2 vs. 14.5±2.7 mmHg, p <0.001), 
splenomegaly (evaluated by the spleen weight/BW ratio: 0.16±0.02 vs. 0.26±0.11 vs. 
0.34±0.09, p<0.001), and thrombocytopenia (905±93 vs. 865±97 vs. 542±246 x10 ^ 3 
platelets /uL, p <0.001). Rats in the CCl4-[2xSem] group also showed a higher degree 
of liver atrophy (evaluated by the liver weight/body weight ratio; p <0.001) and 
impaired liver function evaluated by glucose levels (p <0.01), albumin (p <0.0001), 
fibrinogen (p <0.001), total bilirubin (p <0.01) and INR (p <0.0001). There was no 
difference in mortality between the CCl4-[1xSem] and the CCl4-[2xSem] groups (17% 
vs. 33%, p=0.41). 
Aim I.B: The two anesthetic regimens achieved an adequate depth of anesthesia in 
normal and portal hypertensive rats, and they had no influence on the measurement 
of portal pressure and MAP. However, rats anesthetized with Ketamine+Diazepam 
showed greater individual sensitivity with greater need for dose adjustments (50 vs. 
17.6%, p=0.05) and higher mortality (20.8 vs 0%; p=0.065). The main analytical 
difference was an elevation of AST in rats anesthetized with Ketamine+Diazepam 
(CTRL-Sevo: 62±24 UI/mL, CTRL-KD: 123±33 UI/mL, PPVL-Sevo: 74±32 UI/mL, y PPVL-
KD: 119±31 UI/mL; p=0.007), probably related to muscle necrosis secondary to the 
injection of large volumes of these anesthetics (150-435% higher than recommended). 
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Aim II.A: Compared with control groups, rats with oral CCl4 gavage tended to show 
decreased survival and body weight gain, both of which were further worsened by 
enoxaparin at the 180 U/kg bw dose (p <0.01). Rats with CCl4-induced cirrhosis 
showed altered laboratory parameters (increased INR, AST, ALT, bilirubin / decreased 
albumin, total proteins, glucose and platelets) regardless of enoxaparin treatment. In 
all experimental models and in comparison to their respective controls, cirrhotic rats 
receiving saline or enoxaparin showed similar increases of the area of liver fibrosis and 
of the hepatic expression of fibrosis-related genes (p< 0.001). Rats with cirrhosis 
induced by oral CCl4 gavage or by bile duct surgery had higher portal pressure and 
greater splenomegaly compared with control rats (p< 0.001), regardless of enoxaparin 
treatment. In both experimental models, the proportion of rats with ascites that 
developed spontaneous bacterial peritonitis was similar in those receiving saline and 
those receiving enoxaparin (CCl4-Saline 2 of 7 vs. CCl4-LMWH 4 of 8, NS; BDL-Saline 1 
of 6 vs. BDL-LMWH 2 of 7, NS). The levels of circulating IL-6 were similar in these 
groups, irrespective of enoxaparin treatment. 
Aim II.B: Relevant effects of enoxaparin on hepatic vascular reactivity were only 
observed in rats receiving enoxaparin at the 180 U/kg bw dose from the beginning of 
CCl4 administration, and they consisted of higher portal venous resistance after 
addition of increasing doses of acetylcholine or S-nitroso acetylpenicillamine (SNAP, 
both p< 0.05) and increased sinusoidal resistance after addition of SNAP (p< 0.05). 
CONCLUSIONS: 
1. The modified Regimbeau´s protocol developed in our project constitutes a faster, 
more efficient and highly reproducible method for inducing liver cirrhosis, portal 
hypertension and ascites by the administration of CCl4 compared with the classical 
Runyon’s protocol, without associating an increased mortality. 
 
2. The use of sevoflurane anesthesia is preferable to the anesthesia with 
Ketamine+Diazepam for performing systemic and hepatic hemodynamic studies in 
rats with or without portal hypertension due to: a) the increased anesthetic 
stability, b) the decreased associated mortality, c) the avoidance of intramuscular 
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injection of volumes higher than the recommended for small animals, which leads 
to probable muscular necrosis with ALT elevation, and d) its identical capacity for 
performing valid and precise measurements of portal pressure. 
3. The chronic treatment with high or low doses of enoxaparin does not improve liver
fibrosis, portal hypertension or endothelial dysfunction in diverse experimental
models of advanced liver cirrhosis in the rat, suggesting that the protocol of
administration and, most importantly, the stage of cirrhosis may be crucial factors
for obtaining beneficial effects from its use.
6. INTRODUCCIÓN
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La cirrosis hepática representa el estadio final de todas las enfermedades hepáticas 
crónicas progresivas y se define histológicamente como una distorsión de la 
arquitectura hepática con formación de nódulos de regeneración separados por 
tabiques fibrosos (1). La historia natural de la cirrosis hepática está marcada por la 
aparición de sus complicaciones, las cuales son consecuencia de tres procesos 
fundamentales: el desarrollo de hipertensión portal (HTP), la insuficiencia 
hepatocelular, y la aparición de hepatocarcinoma (2). A su vez, el desarrollo de HTP 
(presión portal > 5 mm Hg) es el principal responsable de importantes complicaciones 
clínicas como son la ascitis, la hemorragia digestiva alta por varices esofágicas, y la 
peritonitis bacteriana espontánea (3). Hasta hace poco, las estrategias terapéuticas se 
centraban en tratar la causa (p.ej. tratamientos antivirales) y prevenir o tratar las 
complicaciones asociadas a esta enfermedad (4, 5). Sin embargo, el mayor 
conocimiento de los mecanismos de desarrollo de la fibrogénesis y la acumulación de 
evidencias recientes indicando que la fibrosis puede ser revertida (4, 6-10), han 
estimulado la búsqueda de fármacos antifibrogénicos (9, 11, 12). 
6.1. Hemostasia y anticoagulación en la cirrosis hepática. 
La heparina no fraccionada (HNF) y la heparina de bajo peso molecular (HBPM) han 
sido objeto de considerable atención en estudios experimentales de fibrosis hepática 
(13-20). Además de su acción anticoagulante, la heparina posee una variedad de 
funciones que la convierten en una opción atractiva como posible tratamiento de 
enfermedades hepáticas crónicas (21). Dichas funciones incluyen propiedades 
antiinflamatorias (22-25) y antifibrógénicas (13-20), inhibición de la angiogénesis (26, 
27), y mejoría de la disfunción endotelial (28, 29). Sin embargo, su uso en la cirrosis 
hepática es controvertido debido a que la cirrosis hepática ha sido considerada 
durante mucho tiempo un estado hipocoagulante (30). Estudios clínicos y 
experimentales realizados en las últimas dos décadas, sin embargo, han cuestionado 
este concepto al poner de manifiesto que la hemostasia en la cirrosis hepática 
mantiene un equilibrio precario, pudiendo presentar tanto un fenotipo hipo-
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coagulante como protrombótico en presencia de un desencadenante determinado 
(p.ej. infección) (31). Este cambio conceptual se apoya en las siguientes observaciones: 
i. La cirrosis hepática, a diferencia de las coagulopatías hereditarias, afecta a todo el
espectro de la coagulación (tanto factores procoagulantes como anticoagulantes),
lo que da lugar a una “hemostasia rebalanceada” (Figura 1) (32-34).
ii. Las pruebas de coagulación tradicionales (p.ej. tiempo de protrombina o tiempo
parcial de tromboplastina) no reflejan adecuadamente este nuevo equilibrio
hemostático, ya que no tienen en cuenta la inhibición de la trombina por factores
anticoagulantes (31, 35). En un estudio reciente realizado en pacientes cirróticos
compensados, la generación de trombina fue altamente variable pese a presentar
los pacientes un rango de la Relación Normalizada Internacional (INR, International
Normalized Ratio en sus siglas en inglés) muy estrecho (36). Las pruebas
tradicionales tampoco valoran adecuadamente el riesgo de sangrado de varices
esofágicas o el secundario a procedimientos invasivos, ni existe evidencia de que su
corrección mejore su evolución o disminuya este riesgo (31, 35, 37-44).
iii. El empleo de nuevas pruebas de coagulación que informan sobre el estado global
de la coagulación ha revelado una generación normal e incluso aumentada de
trombina en pacientes cirróticos con alteración de las pruebas de coagulación
tradicionales (45-47).
iv. El reconocimiento creciente de la existencia de complicaciones trombóticas en
pacientes cirróticos tanto en el territorio venoso esplácnico (48-61) como
periférico (62-70).
v. La anticoagulación en pacientes cirróticos no parece aumentar ni el riesgo de
episodios hemorrágicos (71-74) ni la mortalidad de este tipo de complicación (75).
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6.2. Las alteraciones de la hemostasia influyen en la progresión de la 
enfermedad hepática. 
 
Las alteraciones procoagulantes de la hemostasia asociadas a la cirrosis hepática se 
han implicado en la progresión de la fibrosis hepática a través de dos mecanismos 
principales (76-78) (Figura 2): i. Por la generación de trombos en la microvasculatura 
hepática que ocasiona una extinción parenquimatosa y fibrosis subsiguiente (79), y ii. 
Figura 1: Hemostasia rebalanceada en la cirrosis hepática. La trombopenia y la disminución de 
factores de coagulación ocurren en paralelo a la reducción de factores anticoagulantes y al 
aumento de factores procoagulantes. El mantenimiento del equilibrio es precario por la escasa 
capacidad de compensación, pudiendo derivar tanto hacia un fenotipo protrombótico como 
hacia uno prohemorrágico ante la presencia de determinados factores.  *Reproducido con 
permiso de Jairath et al (31).  
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Por la activación de las células estrelladas por la trombina a través de su unión a 
receptores activados por proteasas (80, 81). Varios estudios clínicos observacionales 
apoyan este papel de la coagulación en la patogénesis de la fibrosis hepática. De esta 
manera, se ha objetivado un estadio más avanzado de la enfermedad hepática en 
presencia de factores protrombóticos en pacientes con hepatitis crónica viral (82-87) 
enfermedad hepática por depósito graso no alcohólica (88), y en la población general 
(89). Por el contrario, en pacientes hemofílicos infectados por el virus de la hepatitis C 
se observó una progresión más lenta de la fibrosis (90). En el ámbito experimental, un 
estudio realizado en ratones con mutaciones protrombóticas demostró una mayor 
progresión de la fibrosis hepática inducida por tetracloruro de carbono en 
comparación con ratones C57Bl6 salvajes (91). 
6.3. La anticoagulación como posible tratamiento antifibrogénico en la 
cirrosis hepática. 
Un considerable número de evidencias tanto clínicas como experimentales sugiere 
que las alteraciones de la hemostasia propias de la cirrosis hepática son una 
interesante diana terapéutica para prevenir o revertir la progresión de la enfermedad. 
En la última década, varios estudios experimentales han valorado la eficacia de 
diversos anticoagulantes, principalmente HNF y HBPM, en distintos modelos animales 
de cirrosis hepática e HTP (13-20, 91, 92) (ver resumidos en Tabla 1). En un estudio de 
referencia en este campo, Villa et al. objetivaron que la administración de dosis 
profilácticas de enoxaparina a pacientes cirróticos (Child B7-C10) fue eficaz no sólo 
para prevenir el desarrollo de trombosis portal (TP), sino que también retrasó la 
aparición de complicaciones características de la cirrosis y aumentó la supervivencia de 
los pacientes. El grupo tratado con enoxaparina tuvo además una mayor reducción de 
biomarcadores sanguíneos de daño intestinal y de activación inmune por productos 
bacterianos que el grupo placebo. Estos hallazgos hicieron sugerir a los autores que el 
efecto protector de la enoxaparina podría ser secundario a la mejoría de la 
microcirculación intestinal que a su vez mejoraría el daño enterocítico, y con ello 
disminuiría la translocación bacteriana (TB) (72). 
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 Figura 2: Posible papel de la coagulación en la progresión de la fibrosis hepática. La inflamación 
hepática aumenta la expresión del factor tisular y del receptor de la trombina, PAR1. Su 
activación podría promover la fibrosis hepática a través de la activación de las células estrelladas 
por medio de PAR1, y a través de microtrombosis vasculares que dan lugar a una extinción del 
parénquima irrigado por los vasos afectados. Abreviaturas: PDGF: platelet derived growth factor 
(factor de crecimiento derivado de las plaquetas); TGFβ: Transforming growth factor beta (Factor 
de crecimiento transformante beta). *Reproducido con permiso de Anstee et al (91).  
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Estas evidencias clínicas y experimentales establecen la base racional para evaluar 
el uso de terapias anticoagulantes en la cirrosis hepática. A pesar de diferencias 
metodológicas significativas, los estudios experimentales comparten dos 
características importantes: 1) la administración del fármaco anticoagulante se inició 
antes de que se estableciese una cirrosis hepática, y 2) la valoración de su eficacia se 
centró en su efecto antifibrótico. Un diseño alternativo interesante sería administrar el 
fármaco una vez estuviese establecida la cirrosis hepática, y valorar conjuntamente su 
efecto sobre la translocación bacteriana y la fibrosis y hemodinámica hepáticas. Este 
diseño reflejaría mejor el escenario clínico sobre el que es más necesario actuar, y 
permitiría valorar de forma más precisa la capacidad de estos fármacos para modificar 
la historia natural de la cirrosis hepática. 
6.4. Modelos animales de cirrosis hepática e hipertensión portal 
Gran parte de los conocimientos sobre la fibrogénesis hepática y sobre los 
mecanismos implicados en el desarrollo de HTP provienen de estudios de 
experimentación animal (93-95). La identificación de la influencia de cambios en la 
degradación de la matriz extracelular para la progresión de la fibrosis hepática (96) o 
de la contribución del hiperaflujo portal para la perpetuación y agravamiento de la HTP 
(97) son dos ejemplos representativos de la importancia de los modelos animales en la 
investigación biomédica. Su empleo permite investigar las diversas facetas de las 
enfermedades humanas (etiología, fisiopatología, diagnóstico y tratamiento) a través 
de diseños y de una metodología de difícil implementación en estudios humanos. La 
nueva Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo relativa a la protección de los 
animales utilizados para fines científicos establece las directrices a seguir en todo 
estudio de experimentación animal (98). Esta directiva se basa firmemente en el 
principio de las tres Rs (reemplazar, reducir y refinar) que Russell y Burch propusieron 
en 1959 (99). El primero de ellos hace referencia a la utilización de métodos que eviten 
o sustituyan a los animales vivos. Puede tratarse de un reemplazo absoluto en el que
se sustituyen por modelos informáticos, o relativo en el que se utilizan métodos in 
vitro (p.ej. cultivos celulares, láminas de tejidos u órganos) u organismos inferiores no 
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protegidos (p.ej. bacterias, hongos, o algunos invertebrados). El principio de reducir 
persigue utilizar el menor número de animales para obtener la información deseada, 
mientras que el principio de refinar pretende disminuir la incidencia y severidad de los 
procedimientos a realizar en los animales (100). Atendiendo a estos principios, si se ha 
de utilizar un modelo animal, habrá que balancear su efectividad para reproducir la 
enfermedad a estudio (lo que permitirá disminuir el número de animales) con su 
severidad.   
El objetivo último de los estudios de experimentación animal es generar resultados 
válidos que puedan ser extrapolados a la especie humana. Sin embargo, es importante 
resaltar que ningún modelo animal puede simular completamente la enfermedad 
humana a estudio, y que en muchas ocasiones la respuesta a un determinado fármaco 
o intervención puede ser muy diferente en humanos y animales (95, 101). Los modelos
animales de cirrosis hepática y de HTP no son una excepción. Así por ejemplo, la 
mayoría de ellos inducen una fibrosis que se inicia en las áreas pericentrales, y que 
posteriormente se extiende a los espacios portales, mientras que sucede a la inversa 
en humanos (salvo en los casos de HTP posthepática). Asimismo, ninguna de las dos 
causas más frecuentes de enfermedad hepática en Occidente (alcohol y virus de la 
hepatitis C) pueden ser utilizados para inducir cirrosis hepática en roedores, ya que 
este virus no infecta a estos animales y éstos presentan tanto una aversión al alcohol 
como una resistencia a desarrollar fibrosis como consecuencia de su consumo (95). 
Finalmente, la inducción de cirrosis hepática e HTP en modelos animales se realiza en 
un periodo de tiempo muy corto en comparación con lo que ocurre en humanos 
(semanas vs. años) (101). Estas razones, junto con las diferencias generales entre la 
fisiología y metabolismo animal y el humano, hacen que la extrapolación directa de los 
resultados sea peligrosa y que siempre se deba intentar corroborarlos en estudios 
realizados en seres humanos. Una vez asumidas sus limitaciones, en la elección del 
modelo experimental se han de tener en cuenta consideraciones de índole general 
aplicables a cualquier modelo de enfermedad, como la reproducibilidad, especificidad 
y seguridad de cada modelo (Tabla 2), y también consideraciones específicas del 
trastorno fisiopatológico concreto que se quiera estudiar, ya que no todos los modelos 
de una determinada enfermedad expresan de forma completa todas sus características 
46
INTRODUCCIÓN  
fisiopatológicas (93). A modo de ejemplo, la cirrosis hepática inducida por la 
administración de tetracloruro de carbono (CCl4) es el modelo más utilizado para el 
estudio de las alteraciones de la microcirculación hepática características de esta 
enfermedad, mientras que la ligadura del colédoco (LC) es el único que desarrolla 
alteraciones similares a las del síndrome hepatopulmonar. La Tabla 3 proporciona 
información sobre la utilidad de los modelos animales más frecuentemente empleados 
para el estudio de la HTP (ligadura parcial de la porta (LPVP), LC, y CCl4) en función del 
trastorno fisiopatológico que se quiera investigar (93).  
Tabla 2: Factores generales a tener en cuenta en la elección de un modelo experimental. 
1. Reproducibilidad: porcentaje de animales que alcanzan el estado deseado.
2. Especificidad: el modelo debería tener la anormalidad deseada, sin presentar otras
complicaciones.
3. Coste: se ha de tener en cuenta no sólo el coste directo del animal, sino también los
costes de estabulación (y por tanto del tiempo de inducción de la enfermedad). Un
modelo caro pero fiable, puede ser a la larga más barato que uno barato y poco fiable.
4. Seguridad: el animal y el método de inducción de la enfermedad no deben suponer un
riesgo para el personal.
5. Tamaño: se debe tener en cuenta a la hora de minimizar los costes de los fármacos a
utilizar (preferible animales más pequeños), pero también la facilidad de
manipulación, por ejemplo a la hora de conseguir un buen acceso vascular (preferible
animales más grandes).
6. Aspectos éticos: diferentes comités de investigación animal pueden tener diferentes
visiones sobre la aceptabilidad de un modelo.
7. Factibilidad: evaluar si el laboratorio tiene la posibilidad material (personal,
instalaciones, etc.) de generar y manejar el modelo.
8. Otras: edad y uniformidad genética de los organismos utilizados, conocimiento y
similitud de la biología del organismo con la especie humana, y número de individuos
necesarios.
Adaptado de Abraldes y García-Pagán (93) 
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Tabla 3: Utilidad de los principales modelos animales disponibles para el estudio de los 
diferentes aspectos de la fisiopatología de la hipertensión portal. 
TIPO DE ESTUDIO LPVP LC CCl4
Alteración de la microcirculación 
hepática en la cirrosis - 
++  
Escasa experiencia +++ 
Fisiopatología de la circulación 
hiperdinámica +++ +++ +++
Secuencia temporal de alteraciones 
implicadas en la circulación 
hiperdinámica 
+++ ++ + 
Fisiopatología de la ascitis + ++ +++
Alteraciones en la circulación 
mesentérica +++ ++ +++ 
Circulación colateral +++ +++ +++
Gastropatía de la hipertensión portal +++ +++ +++ 
Síndrome hepatopulmonar - +++ -
Modelo de hemorragia por 
hipertensión portal ++ +++ +++ 
Abreviaturas: LPVP: ligadura parcial de la porta; LC: ligadura del colédoco; CCl4: 
tetracloruro de carbono. Adaptado de Abraldes y García-Pagán (93) 
Atendiendo a la clasificación de severidad de los procedimientos experimentales 
(Tabla 4), estos 3 modelos de HTP pueden considerarse como procedimientos con una 
categoría de severidad moderada en el caso del modelo de LPVP, y moderada-severa 
en los dos restantes. La aplicación de un protocolo de supervisión adecuado y de 
criterios de punto final claramente definidos, permite rebajar la severidad de los 
modelos de LC y CCl4 a moderada (102). 
6.4.1. Ligadura parcial de la porta (LPVP) 
La LPVP constituye un modelo animal de HTP pre-hepática que ha sido 
ampliamente utilizado. Este modelo quirúrgico se ha caracterizado en varias especies 
animales (ratones, ratas, conejos) (93, 103), pero los estudios más relevantes se han 
realizado en ratas (97, 104-106). Tras realizar una estenosis calibrada de la vena porta, 
los animales desarrollan de forma completa el síndrome de hipercirculación 
hiperdinámica esplácnica y sistémica a partir del cuarto día de la ligadura. El desarrollo 
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completo de circulación colateral porto-sistémica es más tardío, requiriéndose al 
menos 8 días, aunque es evidente a partir del segundo día (104). 
Las principales ventajas del modelo de LPVP son su seguridad, facilidad técnica, alta 
reproducibilidad y bajo coste. Si bien la rapidez de instauración del síndrome de HTP 
ha contribuido a su amplia utilización, ha de tenerse en cuenta que este síndrome rara 
vez se produce de forma tan aguda en la clínica (93). El origen pre-hepático de la HTP y 
la preservación de la función hepática limitan la utilidad de este modelo para el 
estudio de otras alteraciones propias de este síndrome (alteración de la circulación 
intrahepática) o de la fibrogénesis. 
Tabla 4: Categorías de severidad de procedimientos experimentales (98). 
 No recuperación: procedimientos que se realizan enteramente bajo anestesia general tras la
cual el animal no recuperará la conciencia (p.ej. recogida de órganos).
 Leve: procedimientos donde es probable que se experimente dolor, sufrimiento o angustia
leves de corta duración, así como procedimientos sin alteración significativa del bienestar o
del estado general de los animales (p.ej. administración de sustancias con el pH y volumen
adecuados).
 Moderado: procedimientos donde es probable que se experimente dolor, sufrimiento o
angustia moderados de corta duración, o leves pero duraderos, así como procedimientos que
pudieran causar una alteración moderada del bienestar o el estado general de los animales
(p.ej. administración frecuente de sustancias y extracción de muestras sanguíneas (> 10 %) en
intervalos de días o acumulación de leves).
 Severo: procedimientos donde es probable que se experimente dolor, sufrimiento o angustia
intensos, o moderados pero duraderos, así como procedimientos que pudieran causar una
alteración grave del bienestar o el estado general de los animales (p.ej. estudios de toxicidad
o quimioterapia o acumulación de moderados).
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6.4.2. Ligadura del colédoco (LC) 
La LC y la administración de CCl4 constituyen los dos modelos más utilizados para 
el estudio de la fibrogénesis hepática (94). Inicialmente desarrollados en ratas, 
posteriormente se ensayaron también en ratones, dada la mayor posibilidad de 
manipulación genética en esta especie (107). La LC es un modelo clásico de cirrosis 
biliar secundaria cuya técnica habitual consiste en disecar el colédoco de la grasa 
subyacente, realizando en el mismo una doble ligadura (craneal al conducto 
pancreático y distal a la unión de los conductos hepáticos) seguido de la sección de la 
porción que queda entre las dos ligaduras (93, 95, 101, 107, 108). Tanto en el modelo 
LPVP como LC, los animales controles son sometidos a una laparotomía y manipulación 
de los vasos/conductos implicados en cada modelo, pero sin realizar ligadura o sección 
de los mismos (95, 101, 104). A diferencia de las ratas que carecen de vesícula, los 
ratones pueden sufrir una distensión y perforación vesicular secundarias a esta 
técnica, lo que obliga a realizar en el mismo acto quirúrgico una colecistectomía o 
colocación de un clip en el cístico para prevenirlo (93, 95, 101, 107, 108). Otra 
complicación de esta técnica es la formación de un gran quiste biliar que, al comprimir 
el hilio hepático, puede causar una HTP prehepática. Para evitarlo se han propuesto 
varios métodos: inyección de formol (109) o Ethibloc® (110) (sustancia utilizada para 
embolizaciones en radiología intervencionista) en la vía biliar antes de realizar la 
ligadura, o la realización de una ligadura y sección individual del conducto hepático de 
cada lóbulo (111). 
La LC produce en el hígado una infiltración de células inflamatorias en zonas de 
infarto biliar y espacio porta como consecuencia de la toxicidad biliar, además de una 
marcada proliferación colangiolar con fibrosis portal expansiva. Pese a ello, no suelen 
objetivarse las alteraciones arquitecturales típicas de la cirrosis humana no colestásica 
(93, 95, 101, 112). Es de destacar que existe una importante variabilidad en la 
respuesta fibrogénica en función de la especie (las ratas son más susceptibles al daño 
que los ratones) y cepa, no debiéndose realizar en ratones con alteración de la 
cicatrización o disfunción inmune (107, 113). Los animales sometidos a esta técnica 
desarrollan precozmente hipertensión portal (a partir de las 2 semanas), la cual tiene 
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un importante componente presinusoidal. A partir de la cuarta semana aparecen las 
manifestaciones típicas del síndrome de circulación hiperdinámica, ascitis 
(aproximadamente en un 60 %), y shunting portosistémico de un 30-50% (93, 95, 114, 
115). Esta técnica requiere una curva de aprendizaje que evite una mortalidad precoz 
debida a fallos técnicos de la cirugía (fuga biliar, ruptura del quiste biliar o vesícula). 
Aún dominando la técnica quirúrgica, la mortalidad resultante de la gravedad de la 
enfermedad hepática llega a exceder el 20 % a partir de la quinta-sexta semana en 
ratas y de la cuarta semana en ratones (93, 95, 101). Se ha descrito una regresión de la 
fibrosis en ratas sometidas a LC tras realizar una anastomosis bilio-intestinal, por lo 
que este modelo se ha utilizado para estudiar la regresión de la fibrosis (116-118). 
6.4.3. Cirrosis inducida por la administración de CCl4 
El CCl4 es un compuesto químico sintético que ha sido ampliamente utilizado para 
manufacturar líquidos refrigerantes y propulsores para aerosoles. También ha sido 
empleado como extintor de incendios, plaguicida, y como líquido de limpieza en la 
industria (como agente desengrasante) y en el hogar. A principios del siglo XX, se llegó 
incluso a utilizar como anestésico y para tratar infecciones intestinales por Helmintos. 
Debido a su toxicidad y al descubrimiento de que afecta negativamente a la capa de 
ozono, su uso ha ido disminuyendo progresivamente desde mediados de la década de 
los sesenta (119, 120). Pese a ello, constituye una de las sustancias tóxicas más 
utilizadas para inducir cirrosis hepática en modelos animales (93, 95, 101, 102, 107, 
108, 121). Su efecto hepatotóxico es consecuencia de su metabolismo por el citocromo 
P-450 (fundamentalmente CYP2E1), una enzima que se expresa predominantemente 
en los hepatocitos de la región perivenular. La coadministración de fenobarbital (PHE), 
un inductor de CYP2E1, es utilizado para potenciar el metabolismo del CCl4, y con ello 
su hepatotoxicidad (95, 101). Los metabolitos reactivos resultantes (tricloruro de 
metilo y tricloroperoximetilo) producen daño celular a través de peroxidación lipídica 
(que da lugar a un aumento de la permeabilidad de la membrana celular y de las 
organelas citoplasmáticas), alquilación de ácidos nucleicos y proteínas, pérdida de la 
homeostasis del calcio intrahepatocitario e inducción de citocinas inflamatorias (102, 
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120, 122). La Figura 3 resume estos mecanismos moleculares de hepatotoxicidad del 
CCl4 (102).  
 
La lesión histológica resultante se caracteriza por una necrosis centrolobulillar sin 
apenas afectación extrahepática, dado que CYP2E1 se expresa pobremente en otros 
tejidos (95, 101, 107). Su administración continua en ratas y ratones conduce al 
desarrollo de cirrosis hepática micronodular, HTP, shunting portosistémico 
(aproximadamente 30-60 %) (123), y síndrome de circulación hiperdinámica en un 
tiempo variable que puede oscilar entre 6 y 15 semanas en función del protocolo que 
se utilice. El desarrollo de ascitis requiere más tiempo (7-20 semanas) (102, 124-135). 
Los estudios hemodinámicos, histológicos y moleculares se suelen realizar pasados al 
menos 2 días (generalmente una semana) de la última dosis de CCl4 para evitar que la 
necrosis aguda e inflamación sistémica subsiguiente a cada dosis de CCl4 puedan 
alterar los resultados (93, 95, 101). Retrasar el sacrificio más de una semana puede 
resultar en una mejoría de la fibrosis. De hecho, el modelo de CCl4 ha sido 
Figura 3: Mecanismos moleculares de hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono 
(CCl4). En el hígado, el CCl4 es metabolizado por enzimas del Citocromo P450 en un radical de 
tricloruro de metilo que puede ser posteriormente transformado mediante procesos de 
oxigenación en tricloroperoximetilo. Estos dos radicales son altamente reactivos e inducen 
alteraciones celulares complejas que conducen a daño hepatocelular, inflamación, fibrosis, 
cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC). *Reproducido con permiso de Scholten et al (102)
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ampliamente utilizado para estudiar la regresión de la fibrosis (117, 136-140). Sin 
embargo, la capacidad de mejoría de la fibrosis depende fundamentalmente de la 
gravedad del daño existente, de forma y manera que la regresión de la fibrosis es 
limitada una vez instaurada una cirrosis descompensada (p.ej. desarrollo de ascitis). 
Así, la cirrosis micronodular puede revertir a una macronodular, pero la normalización 
de la arquitectura hepática es improbable debido probablemente a cross-linking en 
moléculas de la matriz extracellular (10, 136, 139). La gravedad y rapidez de 
instauración del daño hepático puede variar en función de la especie animal, cepa, 
dosis, ruta y frecuencia de administración de CCl4 (95, 101, 107). Así por ejemplo, la 
cepa de ratones BALB/c es susceptible, mientras que las cepas FVP/N, A, C3H/He, y 
AKR son resistentes a la inducción de fibrosis por CCl4 (102, 108). 
Tabla 5: Medidas de almacenamiento de CCl4 y medidas de protección (141). 
A. Almacenamiento: separado de metales, y almacenado en lugar fresco y con 
ventilación a ras del suelo  
B. Medidas de protección para el personal investigador 
1) Protección cutánea:
 Uso de guantes y traje de protección, pantalones gruesos, y zapatos
cerrados
 Lavado posterior de las manos
2) Protección respiratoria:
 Manipulación en campana extractora/gases y/o
 Mascarilla de protección
3) Protección ocular:
 Pantalla facial o gafas protectoras
La manipulación del CCl4 requiere tomar unas medidas de protección para evitar la 
exposición al CCl4 por parte del personal investigador (Tabla 5) (141). El CCl4 se puede 
administrar por varias rutas (intraperitoneal, inhalatoria, intragástrica, o subcutánea). 
Las tres primeras son las más eficaces, mientras que la última no se recomienda por la 
menor frecuencia de desarrollo de cirrosis hepática (93, 142). Esta vía, al igual que la 
intraperitoneal y orogástrica, utiliza aceite de maíz (139) u oliva (143) para disolver el 
CC4, aunque también puede ser mezclado en agua. En nuestra opinión, de esta última 
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forma se puede disminuir el riesgo de exposición al CCl4 al investigador, ya que al ser 
el CCl4 una sustancia hidrófoba, se deposita en la mitad inferior dificultando o 
impidiendo la salida de vapores. Independientemente del método empleado, su 
administración provoca una reacción local inflamatoria que puede conducir a una 
necrosis tisular de menor o mayor gravedad, pudiendo comprometer la salud del 
animal y/o alterar los resultados del proceso a estudio (95, 101). Así, la administración 
intraperitoneal puede dar lugar a adherencias intraperitoneales que dificulten o 
impidan realizar estudios hemodinámicos o estudiar procesos como la ascitis (144, 
145). Algunos autores prefieren la vía inhalatoria para evitar esta complicación y por 
ser menos invasiva que las anteriores, aunque requiere un equipamiento más 
complejo y costoso, además de presentar un mayor riesgo de exposición al CCl4 para el 
personal investigador (95, 101, 102). La administración orogástrica es desaconsejada 
por algunos autores por estar asociada a una mayor mortalidad (102, 107, 121). Sin 
embargo, solo unos pocos estudios han comparado directamente la mortalidad y 
eficacia en inducir cirrosis hepática en función de la vía de administración del CCl4. En 
ratas, solo tenemos conocimiento de tres estudios. El primero y más antiguo de ellos, 
comparó la administración orogástrica con la inhalatoria, siendo esta última mucho 
más segura (146), aunque es de destacar que otros estudios con dosis similares de 
CCl4 administrados por vía orogástrica no tuvieron tasas de mortalidad tan altas (129, 
147). Los otros dos estudios compararon la administración oral con la intraperitoneal, 
siendo la primera de ellas mejor tolerada, más segura y más eficaz en inducir cirrosis 
hepática (127, 134). En ratones, un estudio reciente comparó las rutas intraperitoneal, 
subcutánea e inhalatoria, siendo esta última la más segura y eficiente en inducir 
cirrosis hepática con ascitis asociada (144). La ventaja teórica de la administración oral 
es que provoca que la mayor parte de la dosis del CCl4 llegue al hígado a través de la 
vena porta antes de alcanzar la circulación sistémica, exponiendo así al hígado al CCl4 
durante un mayor tiempo y minimizando aún más los efectos extrahepáticos de esta 
sustancia (124).  Con independencia de la ruta o protocolo utilizado, la principal 
desventaja de este modelo es la diferente sensibilidad de cada animal a este 
compuesto químico, que da lugar a una baja reproducibilidad y explica la gran 
variabilidad de protocolos elaborados con intención de mejorar su eficiencia para 
54
INTRODUCCIÓN  
inducir cirrosis hepática (93, 142). Proctor y Chatamra propusieron solucionar este 
problema individualizando la dosis de cada animal de acuerdo con el efecto de la dosis 
anterior, evaluada en función de la ganancia o pérdida de peso corporal (PC) diaria 
(124). Desde entonces, varios protocolos de cirrosis hepática utilizando CCl4 por vía 
orogástrica se han desarrollado basándose en esta individualización de la dosis de CCl4 
(125, 126, 148). Uno de los más utilizados actualmente es aquel diseñado por Runyon 
et al. Estos autores desarrollaron un modelo de cirrosis hepática descompensada en el 
que las ratas presentaron ascitis y peritonitis bacteriana espontánea en un 92,7 y 55,3 
%, respectivamente, en un rango de 6 a 20 semanas de administración de CCl4 por vía 
oral. La mortalidad de este protocolo fue elevada, de un 52,7 % (148). Estudios 
posteriores confirmaron su eficacia para inducir cirrosis hepática, su alta mortalidad 
(30-58 %), y la duración variable, pero generalmente larga, para el desarrollo de ascitis 
(6-19 semanas) (149-153). La tabla 6 muestra estos y otros estudios con diferentes 
protocolos de inducción de cirrosis hepática por medio de la administración 
orogástrica de CCl4. Se puede observar de nuevo la gran variabilidad existente en 
términos de eficacia en inducir cirrosis hepática y ascitis, así como en la duración 
necesaria para ello y su mortalidad asociada. Por consiguiente, y en coherencia con los 
principios de reducir y refinar, existe una necesidad de mejorar la reproducibilidad, 
duración y mortalidad asociada al modelo de cirrosis inducido por CCl4. 
55
 
IN
TR
O
D
U
CC
IÓ
N
 
Ta
bl
a 
6:
 P
ro
to
co
lo
s d
e 
in
du
cc
ió
n 
de
 c
irr
os
is
 h
ep
át
ic
a 
m
ed
ia
nt
e 
la
 a
dm
in
is
tr
ac
ió
n 
or
og
ás
tr
ic
a 
de
 C
Cl
4 
en
 ra
ta
s.
Re
fe
re
nc
ia
Se
xo
/C
ep
a/
PC
 in
ic
ia
l (
gr
)
In
du
cc
ió
n 
co
n 
fe
no
ba
rb
ita
l 
In
te
rv
al
o 
de
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
Do
sis
 d
e 
CC
l4
 
Se
m
an
as
 
de
 C
Cl
4
Po
rc
en
ta
je
 d
e
ci
rr
os
is 
y 
as
ci
tis
*
M
or
ta
lid
ad
/O
bs
er
va
ci
on
es
Pr
oc
to
r E
 y
 
Ch
at
am
ra
 K
; 
19
82
 (1
24
)
M
/W
ist
ar
/ 
~ 
15
0 
10
-1
4 
dí
as
 d
e 
PH
E 
en
 e
l a
gu
a 
(3
5 
m
g/
dl
) a
nt
es
 d
e 
la
 
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
 d
e 
CC
l4
 y
 
po
st
er
io
rm
en
te
Se
m
an
al
Do
sis
 in
ic
ia
l: 
0,
04
 m
l 
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 a
ju
st
ad
os
 a
 lo
s 
ca
m
bi
os
 d
ia
rio
s d
e 
PC
8-
10
74
%
 d
es
ar
ro
lla
ro
n 
as
ci
tis
N
o 
es
pe
ci
fic
an
 n
i 
la
 m
or
ta
lid
ad
 n
i 
co
nc
re
ta
n 
có
m
o 
se
 d
eb
e 
re
al
iza
r 
el
 
aj
us
te
 d
e 
do
sis
 e
n 
fu
nc
ió
n 
de
 lo
s 
ca
m
bi
os
 e
n 
PC
. O
tr
os
 e
st
ud
io
s 
qu
e 
ha
n 
ut
ili
za
do
 e
st
e 
pr
ot
oc
ol
o:
 

Va
rin
 F
. e
t a
l, 
19
85
 (1
54
): 
as
ci
tis
 8
6 
%
 y
 m
or
ta
lid
ad
 3
0 
%
 d
es
pu
és
 d
e
8-
15
 se
m
an
as
. R
at
as
 M
 S
-D
. 

Fi
sh
er
-N
ie
lse
n 
. e
t 
al
, 1
99
1 
(1
39
): 
ci
rr
os
is 
10
0 
%
, p
er
o 
so
lo
 u
n 
22
 %
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
as
ci
tis
 
de
sp
ué
s 
de
 
12
 
se
m
an
as
. 
Ra
ta
s 
M
 
W
ist
ar
. 
M
or
ta
lid
ad
 d
el
 1
9 
%
. 

Go
ld
 E
J e
t a
l, 
20
03
 (1
55
): 
 tr
as
 1
0 
se
m
an
as
 la
 m
ed
ia
na
 d
e 
la
 e
sc
al
a 
de
 
Is
ch
ac
k 
fu
e 
5,
8.
 M
or
ta
lid
ad
 N
.S
. R
at
as
 M
 L
ew
is.
N
ak
at
su
ka
sa
 
H 
et
 a
l, 
19
90
 
(1
56
)
M
/F
ish
er
/ 
~ 
20
0
Pe
lle
ts
 c
on
 0
,0
5 
%
 
de
 P
HE
 1
 se
m
an
a 
an
te
s d
e 
CC
l4
 y
 
po
st
er
io
rm
en
te
Se
m
an
al
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 0
,3
3 
m
l/K
g
12
De
sa
rr
ol
lo
 d
e 
ci
rr
os
is 
a 
pa
rt
ir 
de
 la
 s
em
an
a 
8 
(%
 
N
.S
.).
 A
sc
iti
s N
.S
.
M
or
ta
lid
ad
 N
.S
. D
a 
in
fo
rm
ac
ió
n 
so
br
e 
la
 c
in
ét
ic
a 
de
 d
es
ar
ro
llo
 d
e 
ci
rr
os
is.
 
Sa
cr
ifi
ca
ro
n 
a 
di
st
in
to
s t
ie
m
po
s:
 1
, 2
, 4
, 6
, 8
, 1
0,
 y
 1
2 
se
m
an
as
Ro
sa
 H
. e
t a
l; 
19
91
 (1
25
)
M
/W
ist
ar
/ 
18
0-
22
0
N
o
Se
m
an
al
Do
sis
 in
ic
ia
l:
0,
04
 m
l
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 e
n 
fu
nc
ió
n 
de
 lo
s 
ca
m
bi
os
 e
n 
el
 P
C 
a 
lo
s 7
 d
ía
s t
ra
s C
Cl
4
8-
12
10
0 
%
 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
ci
rr
os
is 
tr
as
 1
0 
se
m
an
as
, 
pe
ro
 
ni
ng
un
a 
m
os
tr
ó 
da
to
s d
e 
HT
P 
o 
as
ci
tis
M
or
ta
lid
ad
 d
el
 2
0 
%
. 
Es
 u
na
 m
od
ifi
ca
ci
ón
 d
el
 p
ro
to
co
lo
 d
e 
Pr
oc
to
r 
y 
Ch
at
am
ra
. P
ar
a 
de
sa
rr
ol
la
r a
sc
iti
s s
e 
re
qu
er
ía
 m
ás
 ti
em
po
 (1
4-
16
 se
m
an
as
)
M
el
le
nc
am
p 
M
A.
 e
t a
l, 
19
91
 (1
26
)
M
/S
-D
/ 
12
0-
14
0
1,
5 
m
m
ol
/L
 d
e 
PH
E 
en
 e
l a
gu
a 
10
-1
4 
dí
as
 a
nt
es
 d
e 
la
 
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
 d
e 
CC
l4
 y
 
po
st
er
io
rm
en
te
Se
m
an
al
Do
sis
 in
ic
ia
l:
0,
04
 m
l
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 a
ju
st
ad
o 
a 
lo
s 
ca
m
bi
os
 e
n 
PC
 a
 la
s 4
8 
hr
. t
ra
s C
Cl
4.
 
Ce
sa
ba
n 
su
 a
dm
in
ist
ra
ci
ón
 a
l 
de
sa
rr
ol
la
r a
sc
iti
s a
nt
es
 d
e 
se
m
an
a 
12
8-
12
76
 
%
 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
as
ci
tis
M
or
ta
lid
ad
 d
el
 1
7 
%
, g
en
er
al
m
en
te
 d
en
tr
o 
de
 la
s 
3 
pr
im
er
as
 s
em
an
as
.  
Es
 
un
a 
m
od
ifi
ca
ci
ón
 d
el
 p
ro
to
co
l 
de
 P
ro
ct
or
 y
 C
ha
ta
m
ra
. 
In
cl
uy
er
on
 a
 u
n 
nú
m
er
o 
el
ev
ad
o 
de
 ra
ta
s (
n=
31
2)
Ru
ny
on
 B
A.
 
et
 a
l, 
19
91
 
(1
48
)
M
/S
-D
/ 
10
0-
12
0
1,
5 
m
m
ol
/L
 d
e 
PH
E 
en
 e
l a
gu
a 
10
-1
4 
dí
as
 a
nt
es
 d
e 
la
 
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
 d
e 
CC
l4
 y
 
po
st
er
io
rm
en
te
Se
m
an
al
Do
sis
 in
ic
ia
l: 
0,
02
 m
l 
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 a
ju
st
ad
o 
a 
lo
s 
ca
m
bi
os
 e
n 
PC
 a
 la
s 4
8 
hr
. t
ra
s C
Cl
4.
 
U
na
 v
ez
 d
es
ar
ro
lla
do
 a
sc
iti
s s
e 
ad
m
in
ist
ra
ba
 4
0 
µl
 d
e 
CC
l4
 se
m
an
al
es
6-
20
92
,7
 %
 d
es
ar
ro
lla
ro
n 
as
ci
tis
. D
e 
és
ta
s,
 5
5,
3%
 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
ta
m
bi
én
 
da
to
s d
e 
PB
E 
M
or
ta
lit
id
ad
 d
el
 5
2,
9 
%
, g
en
er
al
m
en
te
 d
en
tr
o 
de
 la
s 
4 
pr
im
er
as
 s
em
an
as
. 
Es
 u
n 
m
od
el
o 
de
 P
BE
, b
as
ad
o 
en
 e
l p
ro
to
co
lo
 d
e 
M
el
le
nc
am
p 
et
 a
l. 
O
tr
os
 
es
tu
di
os
 q
ue
 h
an
 u
til
iza
do
 e
st
e 
pr
ot
oc
ol
o:
 

Ll
ov
et
 JM
. e
t a
l, 
19
94
 (1
49
): 
as
ci
tis
 1
00
 %
 y
 m
or
ta
lid
ad
 d
el
 5
8 
%
 tr
as
7-
19
 se
m
an
as
. R
at
as
 M
 S
-D
. 

Gu
ar
ne
r 
C.
 e
t 
al
, 
19
99
 (
15
0)
: 
as
ci
tis
 9
5,
2 
%
 (
35
 %
 t
am
bi
én
 P
BE
) 
y
m
or
ta
lid
ad
 d
el
 3
0 
%
 tr
as
 1
0,
4 
se
m
an
as
 (S
D 
2,
1)
. R
at
as
 M
 S
-D
. 

Pé
re
z-
Pá
ra
m
o 
M
. e
t a
l, 
20
00
 (1
51
): 
se
 e
st
ud
ia
ro
n 
so
lo
 a
qu
el
la
s 
ra
ta
s
qu
e 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
as
ci
tis
 t
ra
s 
6-
19
 s
em
an
as
. 5
7 
%
 m
ur
ie
ro
n 
du
ra
nt
e 
la
 in
du
cc
ió
n.
 R
at
as
 M
 S
-D
. 

Ba
rt
ol
i R
. e
t 
al
, 2
00
7 
(1
52
): 
as
ci
tis
 1
00
 %
 t
ra
s 
8-
19
 s
em
an
as
 (
m
ed
ia
10
, S
D 
1)
 y
 u
na
 m
or
ta
lid
ad
 d
el
 4
5 
%
. R
at
as
 M
 S
-D
. 

Ú
be
da
 M
. 
et
 a
l, 
20
10
 (
15
3)
: 
10
0 
%
 d
es
ar
ro
lla
ro
n 
ci
rr
os
is 
tr
as
 1
2
se
m
an
as
, p
er
o 
no
 a
sc
iti
s.
 M
or
ta
lid
ad
 3
8 
%
. R
at
as
 M
 W
ist
ar
56
 
IN
TR
O
D
U
CC
IÓ
N
 
Ta
bl
a 
6:
 P
ro
to
co
lo
s d
e 
in
du
cc
ió
n 
de
 c
irr
os
is
 h
ep
át
ic
a 
m
ed
ia
nt
e 
la
 a
dm
in
is
tr
ac
ió
n 
or
og
ás
tr
ic
a 
de
 C
Cl
4 
en
 ra
ta
s.
Re
fe
re
nc
ia
Se
xo
/C
ep
a/
PC
 in
ic
ia
l (
gr
)
In
du
cc
ió
n 
co
n 
fe
no
ba
rb
ita
l
In
te
rv
al
o 
de
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
Do
sis
 d
e 
CC
l4
Se
m
an
as
 
de
 C
Cl
4
Po
rc
en
ta
je
 d
e
ci
rr
os
is 
y 
as
ci
tis
*
M
or
ta
lid
ad
/O
bs
er
va
ci
on
es
M
as
ud
a 
et
 a
l, 
19
94
 (1
57
)
M
/ S
-D
/
PC
 N
.S
. 
(4
 se
m
an
as
 
de
 e
da
d)
0,
05
 %
 (P
C/
vo
l) 
de
 
PH
E 
1 
se
m
an
a 
an
te
s 
de
 C
Cl
4 
y 
po
st
er
io
rm
en
te
 
3 
dí
as
 a
 la
 se
m
an
a
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 0
,2
 m
l/K
g 
di
lu
id
o 
1:
1 
en
 a
ce
ite
 d
e 
m
aí
z
10
-1
2
De
sa
rr
ol
lo
 d
e 
ci
rr
os
is 
a 
pa
rt
ir 
de
 l
a 
se
m
an
a 
10
-
12
. A
sc
iti
s N
.S
.
Da
 in
fo
rm
ac
ió
n 
so
br
e 
la
 c
in
ét
ic
a 
de
 d
es
ar
ro
llo
 d
e 
ci
rr
os
is.
 S
ac
rif
ic
ar
on
 a
 
di
st
in
to
s t
ie
m
po
s:
 2
, 4
, 6
, 8
, 1
0,
 y
 1
2 
se
m
an
as
Du
pi
n 
S.
 e
t a
l, 
19
94
 (1
27
)
M
/ S
-D
/ 
60
 
10
-1
4 
dí
as
 d
e 
PH
E 
en
 e
l a
gu
a 
(3
5 
m
g/
dl
) a
nt
es
 y
 
de
sp
ué
s d
e 
la
 
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
 C
Cl
4 
2 
ve
ce
s p
or
 
se
m
an
a
Do
sis
 in
ic
ia
l:
0,
04
 m
l
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 a
ju
st
ad
as
 a
l P
C 
el
 
dí
a 
de
 a
dm
in
ist
ra
ci
ón
. D
ilu
id
o 
en
 
ac
ei
te
10
De
sa
rr
ol
lo
 d
e 
ci
rr
os
is 
a 
pa
rt
ir 
de
 l
a 
se
m
an
a 
6,
 
sie
nd
o 
to
da
s 
la
s 
ra
ta
s 
ci
rr
ót
ic
as
 e
n 
la
 s
em
an
a 
10
.
As
ci
tis
 N
.S
.
M
or
ta
lid
ad
 <
 3
0 
%
. U
sa
ro
n 
ta
nt
o 
la
 ru
ta
 in
tr
ap
er
ito
ne
al
 c
om
o 
or
og
ás
tr
ic
a,
 
pr
es
en
ta
nd
o 
la
 p
rim
er
a 
un
a 
m
ay
or
 m
or
ta
lid
ad
 y
  
va
ria
bi
lid
ad
 e
n 
in
du
ci
r 
ci
rr
os
is
So
gn
i P
. e
t 
al
, 
19
98
 (1
58
)
M
/ S
-D
/ 
30
0-
38
0
N
o
3 
dí
as
 a
 la
 se
m
an
a
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 1
 m
g/
kg
 
di
lu
id
o 
1:
1 
en
 a
ce
ite
 d
e 
m
aí
z
10
N
.S
.
M
or
ta
lid
ad
 N
.S
. H
ic
ie
ro
n 
es
tu
di
os
 h
em
od
in
ám
ic
os
. L
a 
pr
es
ió
n 
po
rt
al
 m
ed
ia
 
fu
e 
12
,1
 m
m
 H
g 
(S
D 
1.
2)
. O
tr
os
 e
st
ud
io
s q
ue
 h
an
 u
til
iza
do
 e
st
e 
pr
ot
oc
ol
o:
 

Li
u 
DG
. e
t a
l, 
20
09
 (1
47
): 
72
 %
 d
es
ar
ro
lla
ro
n 
fib
ro
sis
 a
va
nz
ad
a 
tr
as
 1
0
se
m
an
as
. M
or
ta
lid
ad
 d
el
 2
8 
%
. A
sc
iti
s.
 N
.S
. R
at
as
 M
 S
-D
W
an
g 
Y-
J. 
et
 
al
, 1
99
8 
(1
59
)
M
 y
 H
 
S-
D:
 
25
0-
40
0 
W
ist
ar
: 
15
0-
20
0
N
o
Ca
da
 5
 d
ía
s
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 d
ilu
id
a 
en
 
vo
lu
m
en
 ig
ua
l d
e 
ac
ei
te
 d
e 
ol
iv
a 
S-
D:
   
   
   
   
   
   
 W
ist
ar
: 
- M
: 1
 m
l/K
g 
   
   
  -
 M
/H
: 1
m
l/K
g 
- H
: 0
,7
 m
l/k
g
2 
pr
ot
oc
ol
: 
- C
or
to
: 3
 
- L
ar
go
: 6
As
ci
tis
 e
n 
pr
ot
oc
ol
o 
la
rg
o:
 
- M
: 1
4,
1 
– 
24
,2
 %
 
- H
: 1
6,
9 
– 
21
,6
 %
 
In
fo
rm
ac
ió
n
de
l
pr
ot
oc
ol
o 
co
rt
o 
N
.S
.
M
or
ta
lid
ad
 N
.S
. 
N
o 
m
en
ci
on
an
 d
ife
re
nc
ia
s 
en
 f
un
ci
ón
 d
e 
la
 e
sp
ec
ie
, 
au
nq
ue
 e
l s
ex
o 
sí 
in
flu
yó
 e
n 
la
 r
es
pu
es
ta
 a
l C
Cl
4 
en
 la
s 
ra
ta
s 
S-
D 
(m
ay
or
 
m
or
ta
lid
ad
 e
n 
H,
 o
bl
ig
an
do
 a
 u
na
 re
du
cc
ió
n 
en
 la
 d
os
is 
de
 C
Cl
4)
 
De
sm
yt
er
 
L.
 
et
 
al
, 
20
07
 
(1
28
)
M
/W
ist
ar
N
o
2 
ve
ce
s p
or
 
se
m
an
a
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 5
 m
g/
kg
 
di
lu
id
o 
en
 a
ce
ite
 d
e 
gi
ra
so
l
12
10
0 
%
 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
ci
rr
os
is,
 p
er
o 
no
 a
sc
iti
s
M
or
ta
lid
ad
 N
.S
. 
Fa
ng
 
H-
L 
et
 
al
, 2
00
7 
(1
60
)
M
/W
ist
ar
/ 
21
0-
26
0
N
o
2 
ve
ce
s p
or
 
se
m
an
a
Do
sis
 in
ic
ia
l y
 p
os
te
rio
re
s:
 2
 m
l/K
g 
di
lu
id
o 
1:
4 
en
 a
ce
ite
 d
e 
ol
iv
a
9
3 
ra
ta
s 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
fib
ro
sis
 
m
od
er
ad
a 
y 
7 
se
ve
ra
 
de
 
ac
ue
rd
o 
al
 
m
ét
od
o 
de
 R
uw
ar
t. 
60
%
 
de
sa
rr
ol
la
ro
n 
as
ci
tis
.
M
or
ta
lid
ad
 N
.S
.  
O
tr
os
 e
st
ud
io
s q
ue
 h
an
 u
til
iza
do
 e
st
e 
pr
ot
oc
ol
o:
 

Bl
an
co
 R
iv
er
o 
et
 a
l, 
20
11
 (
16
1)
: 1
00
 %
 d
es
ar
ro
lla
ro
n 
ci
rr
os
is 
co
n 
un
in
cr
em
en
to
 li
ge
ro
 e
n 
la
 p
re
sió
n 
po
rt
al
 (8
,4
2,
 S
D 
0,
53
), 
pe
ro
 n
in
gu
na
 
ra
ta
 d
es
ar
ro
lló
 a
sc
iti
s
Re
gi
m
be
au
 
JM
. 
et
 
al
, 
20
08
 (1
29
)
M
/F
ish
er
/ 
15
0-
18
0
2 
se
m
an
as
 d
e 
PH
E 
en
 e
l a
gu
a 
(0
,5
 g
r/
l) 
an
te
s d
e 
la
 
ad
m
in
ist
ra
ci
ón
 d
e 
CC
l4
 y
 
po
st
er
io
rm
en
te
2 
re
gí
m
en
es
:
Pr
ot
oc
ol
o 
co
rt
o:
 
ca
da
 4
 d
ía
s 
Pr
ot
oc
ol
o 
la
rg
o:
 
ca
da
 6
 d
ía
s
Do
sis
 in
ic
ia
l: 
0,
20
 m
l/K
g 
de
 C
Cl
4 
Do
sis
 p
os
te
rio
re
s:
 a
ju
st
ad
as
 a
l P
C 
el
 
dí
a 
de
 a
dm
in
ist
ra
ci
ón
. 
Di
lu
id
o 
en
 a
ce
ite
 d
e 
ol
iv
e 
al
 5
0%
Pr
ot
oc
ol
o 
co
rt
o:
 6
 
Pr
ot
oc
ol
o 
la
rg
o:
 
   
   
 9
Pr
ot
oc
ol
o 
co
rt
o:
 c
irr
os
is 
m
ac
ro
sc
óp
ic
a 
en
 u
n 
10
0 
%
 y
 a
sc
iti
s e
n 
un
 6
0 
%
 
Pr
ot
oc
ol
o 
la
rg
o:
 c
irr
os
is 
m
ac
ro
sc
óp
ic
a 
en
 u
n 
10
0 
%
 y
 a
sc
iti
s e
n 
un
 5
 %
Pr
ot
oc
ol
o 
co
rt
o:
  M
or
ta
lid
ad
 3
0 
%
 
Pr
ot
oc
ol
o 
la
rg
o:
 M
or
ta
lid
ad
 1
0 
%
*
El
 p
or
ce
nt
aj
e 
de
 d
es
ar
ro
llo
 d
e 
as
ci
tis
 y
 c
irr
os
is 
se
 h
a 
ca
lc
ul
ad
o 
ex
cl
uy
en
do
 la
s 
ra
ta
s 
qu
e 
fa
lle
ci
er
on
 d
ur
an
te
 la
 in
du
cc
ió
n
de
 c
irr
os
is.
 E
n 
aq
ue
llo
s 
es
tu
di
os
 e
n 
lo
s 
qu
e 
la
s 
ra
ta
s 
tr
at
ad
as
 c
on
 C
Cl
4 
fu
er
on
 d
iv
id
id
as
 e
n 
gr
up
os
 c
on
 d
ife
re
nt
es
tr
at
am
ie
nt
os
, e
st
os
 p
or
ce
nt
aj
es
 so
lo
 s
e 
ca
lc
ul
ar
on
 p
ar
a 
el
 g
ru
po
 c
on
tr
ol
 o
 p
la
ce
bo
. A
br
ev
ia
tu
ra
s:
 P
C:
 p
es
o 
co
rp
or
al
; P
HE
: f
en
ob
ar
bi
ta
l; 
CC
l4
: t
et
ra
cl
or
ur
o 
de
 c
ar
bo
no
; M
: m
ac
ho
; H
: h
em
br
a;
 S
-D
: c
ep
a 
Sp
ra
gu
e-
Da
w
le
y;
 N
.S
.: 
no
 e
sp
ec
ifi
ca
do
; 
PB
E:
 p
er
ito
ni
tis
 b
ac
te
ria
na
 e
sp
on
tá
ne
a;
 H
g:
 m
er
cu
rio
; S
D:
 d
es
vi
ac
ió
n 
es
tá
nd
ar
57
INTRODUCCIÓN  
6.5. Métodos de anestesia en estudios experimentales 
Si la selección del modelo animal constituye un paso crucial en la investigación con 
animales de laboratorio, la elección del régimen anestésico más adecuado es otro 
componente esencial del diseño experimental. La anestesia se define como un estado 
reversible inducido farmacológicamente, caracterizado por la ausencia de cualquier 
tipo de percepción sensorial, ya sea dolorosa o no. Puede ser general (animal 
inconsciente) o regional (sólo una parte del cuerpo no percibe estímulo sensorial 
alguno), y consta de varias fases (Tabla 7). Los componentes básicos de la anestesia 
general son cinco: hipnosis, analgesia, amnesia, relajación muscular, y bloqueo de la 
actividad refleja (Tabla 7) (162).  
Su empleo no solo responde a cuestiones legales y éticas (principio de 
refinamiento), sino también a una necesidad metodológica. Permite realizar 
procedimientos quirúrgicos o dolorosos imposibles de realizar con el animal 
consciente, minimizando las consecuencias negativas de estos procedimientos sobre la 
fisiología del animal, sin dejar de proporcionar un trato humanitario a los animales. 
Adicionalmente, al reducir al máximo posible el dolor, sufrimiento y angustia 
padecidos por los animales de laboratorio, se consigue evitar respuestas nerviosas y 
endocrinas al estrés que pueden alterar la validez de los resultados (163, 164). 
Factores tales como la especie animal y cepa elegidas, sexo, edad, dieta, temperatura, 
momento del día del procedimiento, ruta de administración o el uso concomitante de 
otros fármacos pueden influir en la eficacia y toxicidad de cualquier anestésico (163). 
Los dos primeros son los más importantes, tal y como demuestra el hecho de que 
existen diferencias tan altas como del 300 % en la posología de algunos fármacos en 
función de la cepa de ratón utilizada (165). Por todo ello, han de tenerse en cuenta 
estos factores a la hora de elegir un régimen anestésico, pero también otros como la 
severidad del procedimiento (necesidad de un plano anestésico más profundo), 
duración del mismo (empleo de dosis repetidas de fármacos inyectables de duración 
corta o media, infusión continua de los mismos, o uso de fármacos de acción 
prolongada), seguridad para el animal y para el operador, y la experiencia y equipo 
disponible del personal investigador. Se ha de valorar también la potencial  
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Tabla 7: Fases de la anestesia y componentes de la anestesia general  (162). 
A. Fases de la Anestesia 
1. Ayuno: en determinadas especies no es necesario el ayuno, dado su bajo
riesgo de broncoaspiración por vómitos durante el procedimiento (p.ej.
roedores, cerdos y conejos).
2. Premedicación: administración de fármacos para relajar al animal y facilitar su
manejo y reducir su ansiedad y miedo ante procedimientos que no está
acostumbrado. En roedores no suele ser necesaria, pero sí ayuda en el cerdo.
3. Inducción y mantenimiento anestésicos: en esta fase el animal pasa al estado
inconsciente y es mantenido en un nivel constante de profundidad anestésica.
4. Reanimación: el animal vuelve al estado consciente, pero sigue bajo los
efectos residuales de la anestesia.
5. Recuperación o postoperatorio: una vez desaparecidos los efectos de la
anestesia, el animal regresa progresivamente a su estado basal en función de
la severidad del procedimiento realizado. Estas dos últimas fases están
lógicamente ausentes en los procedimientos de no recuperación.
B. Componentes de la anestesia general: 
1. Hipnosis o sueño: estado de inconsciencia del animal.
2. Analgesia: ausencia de percepción dolorosa.
3. Amnesia: pérdida del recuerdo de la experiencia quirúrgica.
4. Relajación muscular: la mayoría de los anestésicos proporcionan un grado de
relajación moderado que permite realizar la mayor parte de los
procedimientos quirúrgicos. Para una parálisis total es necesario la asociación
de bloqueantes neuromusculares.
5. Bloqueo de la actividad refleja: favorece la estabilidad durante la anestesia al
impedir respuestas del sistema nervioso autónomo (p.ej. alteraciones de la
frecuencia cardiaca y tensión arterial).
interferencia de la anestesia con el objetivo de la investigación, evitando el uso de 
fármacos que puedan tener efectos sobre las variables a estudio. Así por ejemplo, el 
59
INTRODUCCIÓN  
halotano no debería utilizarse en estudios hemodinámicos hepáticos, ya que se ha 
demostrado que disminuye tanto la presión arterial media (PAM) como la presión 
portal (PP) (166).  
En los últimos 30 años, la anestesia con ketamina intramuscular ha sido la utilizada 
en la mayor parte de los estudios realizados en ratas en el campo de la HTP (97, 104, 
106, 123, 167, 168). Este fármaco es una arilciclohexidina que actúa 
fundamentalmente produciendo un antagonismo no competitivo del receptor N-metil-
D-aspartato. Su inhibición tiene como consecuencia una variedad de efectos: 
amnésico, analgésico, hipnótico y cataléptico. Este último se caracteriza por estar el 
animal en un estado aparentemente consciente, pero indiferente a su entorno. Es la 
denominada anestesia disociativa, característica de este fármaco. Puede ser 
administrado también por vía intraperitoneal o intravenosa. Su uso como agente 
anestésico aislado tiene el inconveniente de asociar efectos secundarios frecuentes 
(p.ej. hipertonicidad muscular o incremento en la salivación), por lo que actualmente 
se combina con otros fármacos tales como la xilacina o el diazepam para prevenir su 
aparición y mejorar la profundidad de la anestesia (162, 169, 170). El diazepam es una 
benzodiacepina con efecto depresor sobre el sistema nervioso central, pero con 
mínimos efectos sobre el sistema cardiovascular en comparación con otros 
tranquilizantes (171). Posee efectos hipnóticos, ansiolíticos, amnésicos, miorrelajantes 
y anticonvulsivos. Estos efectos son consecuencia de su unión al receptor del ácido γ-
aminobutírico, provocando un cambio conformacional que aumenta su afinidad por 
este neurotransmisor inhibidor (172). En los animales de laboratorio, a diferencia de lo 
que ocurre en la especie humana, el efecto sedante de las benzodiacepinas es 
relativamente bajo, por lo que se utilizan principalmente como coadyuvantes de otros 
anestésicos, como la citada Ketamina (162). El uso de esta combinación en ratas tiene 
una serie de inconvenientes importantes: i) la vía de administración intramuscular es 
engorrosa (cada fármaco se administra por separado) y dolorosa; ii) el volumen a 
inyectar está en el límite o por encima del recomendado para administración 
intramuscular (162, 173); iii) los niveles de los fármacos en sangre no son estables, ya 
que tienen un pico inicial y disminuyen con el tiempo; y iv) los fármacos tienen 
metabolismo hepático, por lo que su vida media y su efecto pueden diferir en ratas 
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normales comparado con ratas con cirrosis hepática y función hepática alterada (169, 
174). En los últimos años, la anestesia inhalada está sustituyendo a la anestesia 
inyectada (175). Tiene la ventaja de ser más versátil al adaptarse a procedimientos de 
cualquier duración y permitir un mejor ajuste del nivel de anestesia. Su principal 
inconveniente es que requiere un equipamiento más complejo y costoso constituido 
por una máquina de anestesia que suministra un flujo de gas con un porcentaje 
conocido y regulable del anestésico, y un circuito que dirige este flujo al animal (162). 
Dos de los anestésicos volátiles más utilizados actualmente son el isoflurano y el 
sevoflurano, los cuales son mejor tolerados por el sistema cardiovascular que otros 
anestésicos de tipo halogenado más antiguos (halotano y enflurano). Ambos tienen un 
perfil anestésico muy similar, siendo su principal diferencia la menor duración de las 
fases de inducción y recuperación del sevoflurano (176). 
A pesar de su importancia metodológica, son pocos los estudios originales que 
mencionan las potenciales interacciones del régimen anestésico en sus resultados o 
que hayan valorado el efecto de la anestesia en la hemodinámica sistémica o 
esplácnica, y en la distribución del flujo sanguíneo corporal (163). En ratas sin HTP, la 
escasa evidencia disponible procede de estudios del siglo pasado en los que se 
utilizaba la ketamina aislada u otros anestésicos hoy en desuso, tales como el halotano 
o el pentobarbital (167, 177-185) (Tabla 8). Son todavía más escasos los estudios en
modelos animales de HTP, en los que los efectos del sevoflurano o de la combinación 
de Ketamina+Diazepam no han sido evaluados (114, 115, 166, 186-188) (Tabla 9). Los 
resultados de todos estos estudios ponen de manifiesto que la ketamina tiene escasos 
efectos sobre la PAM (la aumenta o no modifica) y que la adición de diazepam no 
parece modificar este efecto. El único estudio del que tenemos constancia que ha 
evaluado el efecto de la ketamina sobre la presión portal tanto en ratas cirróticas 
como normales no objetivó que ésta se modificara por dicho anestésico (187). Dadas 
las ventajas y el uso cada vez más extendido de la anestesia inhalada con sevoflurano, 
son necesarios nuevos estudios que valoren el efecto de este tipo de anestesia sobre la 
PAM, y muy especialmente sobre la presión portal. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
7.1. Hipótesis 
Estudios recientes clínicos y experimentales sugieren que las terapias 
anticoagulantes, principalmente las basadas en heparinas de bajo peso molecular 
(HBPM), podrían ser una importante herramienta terapéutica para prevenir y/o 
revertir el desarrollo de la fibrosis hepática y complicaciones asociadas a la 
enfermedad hepática avanzada. En la mayoría de estudios experimentales previos, 
sin embargo, el tratamiento anticoagulante se inició antes y/o en paralelo a la 
inducción de la cirrosis hepática, y su efecto beneficioso fue relativamente moderado 
y no completamente reproducible. Además, ninguno de los estudios examinó en 
detalle el efecto de la anticoagulación sobre la hipertensión portal y sobre la 
disfunción endotelial características de la cirrosis hepática. 
La HIPÓTESIS GENERAL del presente trabajo es que la administración de 
enoxaparina, una HBPM, tiene efectos beneficiosos sobre la historia natural de la 
cirrosis hepática. 
Las HIPÓTESIS ESPECÍFICAS que se evalúan en el presente trabajo son las 
siguientes: 
1. La administración de enoxaparina reduce la progresión de la fibrosis hepática en
ratas con cirrosis hepática inducida tanto por CCl4 como por la ligadura del
conducto biliar (LC), incluso cuando la enoxaparina es administrada en presencia
de una cirrosis ya establecida.
2. La administración de enoxaparina atenúa la hipertensión portal y la disfunción
endotelial características de la cirrosis hepática en ratas con cirrosis hepática
inducida tanto por CCl4 como por la ligadura del conducto biliar (LC).
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7.2. Objetivos 
El OBJETIVO GENERAL del presente trabajo fue determinar los efectos de la 
administración crónica de enoxaparina sobre aspectos centrales de la historia 
natural de la cirrosis hepática, como el desarrollo de fibrosis hepática, de 
hipertensión portal y de sus complicaciones. Para ello, evaluamos diversas dosis de 
enoxaparina y distintos modelos experimentales de cirrosis hepática: la rata con 
cirrosis hepática inducida por CCl4 administrado por vía oral o por vía inhalada, y la 
rata con cirrosis hepática inducida por la ligadura del colédoco. 
Dada la importancia de la reproducibilidad de los modelos experimentales para la 
identificación de potenciales efectos de la enoxaparina y la baja reproducibilidad del 
modelo de cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 oral en ratas 
descrita en la literatura, nuestro proyecto incluyó dos estudios experimentales 
preliminares: uno dirigido a elegir el protocolo de cirrosis hepática inducida por CCl4 
oral que fuese más reproducible, y otro a elegir el régimen anestésico más óptimo 
para realizar la medición in vivo de la hemodinámica sistémica y hepática. 
Así, los OBJETIVOS ESPECÍFICOS del presente trabajo fueron: 
I. La optimización de aspectos del diseño experimental cruciales para la correcta 
evaluación de los efectos de la enoxaparina sobre la cirrosis hepática en ratas, 
como son la reproducibilidad del modelo experimental de cirrosis hepática 
inducida por CCl4 oral y la validación del régimen anestésico para las mediciones 
hemodinámicas in vivo. Para ello, nuestros objetivos fueron: 
A. Comparar la reproducibilidad de dos protocolos de inducción de cirrosis 
hepática en ratas basados en la administración oral de CCl4. En concreto, 
comparar el protocolo tradicional desarrollado por Runyon et al (148) basado 
en la administración de CCl4 una vez por semana con un protocolo 
ligeramente modificado del propuesto por Regimbeau et al. (129) de 
administración de CCl4 dos veces por semana, en relación a: 
i. La mortalidad asociada.
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ii. La curva de ganancia de peso corporal.
iii. Parámetros hematológicos, bioquímicos y de función hepática.
iv. Parámetros cardio-respiratorios.
v. El desarrollo de hipertensión portal y ascitis.
vi. El desarrollo de fibrosis y cirrosis hepática.
B. Comparar los efectos de la anestesia con sevoflurano con los de la anestesia 
con Ketamina+Diazepam en ratas normales y en ratas con hipertensión 
portal inducida por la ligadura parcial de la vena porta. El modelo de ligadura 
parcial de la vena porta se utilizó en este objetivo por su facilidad, rapidez y 
reproducibilidad para producir hipertensión portal. Los parámetros que se 
evaluaron fueron: 
i. Parámetros anatómicos generales.
ii. Estabilidad de la anestesia y necesidad de ajuste de dosis.
iii. Mortalidad durante la anestesia.
iv. Parámetros hematológicos, bioquímicos y gasométricos.
v. Parámetros hemodinámicos sistémicos.
vi. La medición de la presión portal.
II. Determinar los efectos de la enoxaparina, incluyendo la evaluación de distintas
dosis, sobre la fibrosis hepática, la hipertensión portal y la disfunción endotelial,
utilizando 3 modelos experimentales de cirrosis hepática. Así, nuestros objetivos
fueron: 
A. En ratas con cirrosis hepática inducida por la administración oral de CCl4 y 
en ratas con cirrosis hepática inducida por la ligadura del colédoco (LC), 
evaluar el efecto de la enoxaparina sobre: 
i. La mortalidad.
ii. La ganancia de peso corporal.
iii. Parámetros hematológicos y bioquímicos.
iv. El desarrollo de fibrosis hepática.
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v. Parámetros cardio-respiratorios. 
vi. El desarrollo de hipertensión portal y ascitis. 
vii. La translocación bacteriana y la respuesta inflamatoria sistémica. 
 
B. En ratas con cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 
inhalado, determinar el efecto de la enoxaparina sobre la disfunción 
endotelial evaluada mediante estudios de perfusión portal aislado y bivascular 
hepática ex-vivo dirigidos a: 
i. Evaluar la modulación del tono vascular del lecho portal. 
ii. Evaluar la modulación del tono vascular de la arteria hepática. 
8. MÉTODOS
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8.1. Animales y diseños experimentales. 
 
Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo a la Guía para el 
Cuidado y uso de Animales de Laboratorio (publicación NIH, revisada en 1996) (189) y 
en cumplimiento de la legislación de la Unión Europea (Directriz 2010/63/EU) y del 
Real Decreto RD53/2013 (98). La Comisión de Ética en Experimentación Animal de 
cada centro participante, en concreto del Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio 
Marañón (IiSGM) (Madrid, España), de la Universidad de Montreal (Montreal, QC, 
Canadá) y de la Universidad Martin-Lutero (Halle, Alemania), aprobó la realización de 
los experimentos correspondientes. En todos los casos, las ratas fueron estabuladas en 
jaulas convencionales y se mantuvieron a una temperatura y humedad constantes, con 
ciclos de 12 horas de luz-oscuridad. 
Los animales y diseños experimentales utilizados en cada uno de los Objetivos 
planteados en el estudio son los siguientes: 
 
a) Objetivo I.A: Comparación de dos protocolos de inducción de cirrosis hepática en 
ratas basados en la administración oral de CCl4. 
Treinta y ocho ratas Sprague-Dawley macho con un peso inicial de 130-200 gramos 
se estabularon en el animalario de IiSGM, y tuvieron acceso libre a comida y agua a lo 
largo de todo el estudio. Desde una semana antes de la administración de CCl4 y hasta 
la realización del estudio hemodinámico, se añadió fenobarbital al agua de bebida a 
una concentración de 35 gr/dL. Las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos 
según el protocolo de administración de agua o CCl4: 
 
- Grupo control (CTRL, n=11), con administración de 0,5 mL de agua una vez por 
semana (los lunes). 
- Grupo del protocolo de Runyon (CCl4-[1xSem], n=12), con administración 
orogástrica de CCl4 una vez por semana (los lunes) según el protocolo descrito 
más adelante. 
- Grupo del protocolo de Regimbeau modificado (CCl4-[2xSem], n=15), con 
administración de CCl4 dos veces por semana (lunes y viernes) según el 
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protocolo correspondiente. 
Tanto el agua como el CCl4 ((Sigma-Aldrich-99,9% de pureza) se administraron por 
vía orogástrica a través de una cánula de metal. Cada dosis de CCl4 se mezcló en agua 
a volúmenes iguales. No se requirió ayuno o anestesia para su administración. La 
administración de agua y CCl4 se mantuvo durante 12 semanas o hasta el desarrollo de 
ascitis manifiesta a la exploración física o hasta la presencia de signos evidentes de 
malestar general. Entre dos y tres semanas tras la última dosis de CCl4 o de agua, se 
realizó un estudio hemodinámico con medición directa de la presión portal. Tras el 
estudio hemodinámico, se obtuvieron muestras de sangre arterial y las ratas fueron 
sacrificadas posteriormente por exanguinación bajo anestesia profunda para la 
extracción y pesado de órganos y la toma de muestras de tejido. 
b) Objetivo I.B: Comparación de los efectos de la anestesia con sevoflurano con los
de la anestesia con Ketamina+Diazepam en ratas normales y en ratas con 
hipertensión portal inducida por la ligadura parcial de la vena porta (LPVP). 
Cuarenta y una ratas Sprague-Dawley macho con un peso de 310-580 gramos se 
mantuvieron en el animalario de IiSGM, y tuvieron acceso libre a comida y agua a lo 
largo de todo el estudio. Para comparar los efectos de los distintos regímenes 
anestésicos sobre las mediciones hemodinámicas, se realizó un estudio hemodinámico 
en los siguientes 4 grupos de ratas: 
-  Grupo CTRL-Sevo (n= 8): Ratas normales bajo anestesia con sevoflurano inhalado. 
- Grupo CTRL-KD (n= 11): Ratas normales bajo anestesia con la combinación de 
Ketamina+Diazepam intramuscular. 
- Grupo LPVP-Sevo (n= 9): Ratas con hipertensión portal inducida por LPVP bajo 
anestesia con sevoflurano inhalado. 
- Grupo LPVP-KD (n= 13): Ratas con hipertensión portal inducida por LPVP bajo 
anestesia con la combinación de Ketamina+Diazepam intramuscular. 
En las ratas con LPVP, los estudios hemodinámicos se realizaron el cuarto día tras la 
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cirugía, tiempo suficiente para que se establezca la circulación hiperdinámica sistémica 
y esplácnica característica de la hipertensión portal (103). La duración media de todos 
los procedimientos fue de 24 minutos. Tras el estudio hemodinámico, se obtuvieron 
muestras de sangre arterial y las ratas fueron sacrificadas posteriormente por 
exanguinación bajo anestesia profunda para la extracción y pesado de órganos y la 
toma de muestras de tejido. 
 
c) Objetivo II.A: Evaluación de los efectos de la enoxaparina en ratas con cirrosis 
hepática inducida por la administración oral de CCl4 y en ratas con cirrosis hepática 
inducida por la ligadura del colédoco (LC). 
En estos experimentos también se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho, pero se 
hicieron en 2 laboratorios diferentes: la evaluación de los efectos de la enoxaparina en 
ratas con cirrosis hepática inducida por la administración orogástrica de CCl4 se 
realizaron en las instalaciones del IiSGM (Madrid, España), mientras que la evaluación 
de sus efectos en ratas con cirrosis biliar inducida por LC se realizaron en colaboración 
con el Dr. C Rose en la Unidad de Investigación en Neurociencias de la Universidad de 
Montreal (Montreal, QC, Canadá). La Figura 4 resume de forma esquemática los 
diseños experimentales utilizados en este estudio. 
 
En los experimentos dirigidos a evaluar los efectos de la enoxaparina en ratas con 
cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 oral se utilizó el protocolo de 
Regimbeau modificado. Se utilizaron dos dosis de enoxaparina: 40 UI/Kg sc (“dosis 
baja”) y 180 UI/Kg sc (“dosis alta”). Tanto la enoxaparina como el placebo (suero 
salino) se administraron diariamente a partir de la octava semana de administración de 
CCl4 y se mantuvieron hasta la realización del estudio hemodinámico. El CCl4 se 
administró durante 12 semanas o hasta el desarrollo de ascitis o hasta observarse 
claros signos de malestar de las ratas. Como grupo control se utilizaron ratas pareadas 
por edad a las que se les administró 0,5 mL de agua una vez por semana. Así, se 
estudiaron los siguientes grupos de ratas: 
- Grupo Veh-Sal (n= 5): Las ratas recibieron agua (Veh) en lugar de CCl4 e 
inyecciones subcutáneas de suero salino (Sal, 0,5 mL/24h). 
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- Grupo Veh-Enox40 (n= 5): Las ratas recibieron agua (Veh) en lugar de CCl4 e 
inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis bajas (Enox40, 40 UI/kg/24h). 
- Grupo Veh-Enox180 (n= 3): Las ratas recibieron agua (Veh) en lugar de CCl4 e 
inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis altas (Enox180, 180 
UI/kg/24h). 
- Grupo CCl4-Sal (n= 12): Las ratas recibieron CCl4 (CCl4) en lugar de agua e 
inyecciones subcutáneas de suero salino (Sal, 0,5 mL/24h). 
- Grupo CCl4-Enox40 (n= 13): Las ratas recibieron CCl4 (CCl4) en lugar de agua e 
inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis bajas (Enox40, 40 UI/kg/24h). 
- Grupo CCl4-Enox180 (n= 7): Las ratas recibieron CCl4 (CCl4) en lugar de agua e 
inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis altas (Enox180, 180 
UI/kg/24h). 
 
Entre dos o tres semanas tras la última dosis de CCl4 o de agua, se realizó un 
estudio hemodinámico con medición directa de la presión portal. Inmediatamente tras 
la apertura de la pared abdominal y en condiciones de esterilidad, se tomó una 
muestra de líquido ascítico para cultivo. Tras el estudio hemodinámico, se obtuvieron 
muestras de sangre arterial y las ratas fueron sacrificadas posteriormente por 
exanguinación bajo anestesia profunda para la extracción y pesado de órganos y la 
toma de muestras de tejido. 
 
En los experimentos dirigidos a evaluar los efectos de la enoxaparina en ratas con 
cirrosis biliar inducida por la LC, sólo se evaluó la dosis alta de enoxaparina (180 
UI/Kg/24h sc). Tanto la enoxaparina como el placebo (suero salino) se administraron 
diariamente a partir de la 2ª semana tras la realización de la LC o de la laparotomía 
simple (cirugía Sham) y se mantuvieron durante 4 semanas, momento en que se 
realizó el estudio hemodinámico, la toma de muestras sanguíneas y de líquido ascítico, 
y la toma de muestras de tejidos. Se estudiaron los siguientes 4 grupos de ratas: 
 
- Grupo Sham-Sal (n= 6): Ratas con laparotomía simple tratadas con inyecciones 
subcutáneas de suero salino (Sal, 0,5 mL/24h). 
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- Grupo Sham-Enox180 (n= 6): Ratas con laparotomía simple tratadas con 
inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis altas (Enox180, 180 
UI/kg/24h). 
-  Grupo LC-Sal (n= 10): Ratas con LC tratadas con inyecciones subcutáneas de suero 
salino (Sal, 0,5 mL/24h). 
-  Grupo LC-Enox180 (n= 11): Ratas con LC tratadas con inyecciones subcutáneas de 
enoxaparina a dosis altas (Enox180, 180 UI/kg/24h). 
Cinco semanas después de la realización de la cirugía Sham o de LC se realizó un 
estudio hemodinámico. Inmediatamente tras la apertura de la pared abdominal y en 
condiciones de asepsia, se tomó una muestra de líquido ascítico para cultivo. Tras el 
estudio hemodinámico, se obtuvieron muestras de sangre arterial y las ratas fueron 
sacrificadas posteriormente por exanguinación bajo anestesia profunda para la 
extracción y pesado de órganos y la toma de muestras de tejido. 
d) Objetivo II.B: Evaluación de los efectos de la enoxaparina sobre la disfunción
endotelial evaluada en estudios de perfusión hepática bivascular ex-vivo en ratas con 
cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 inhalado. 
En estos experimentos se utilizaron 89 ratas Sprague-Dawley macho (peso inicial de 
75-100 gramos), y se realizaron en colaboración con el Dr. A Zipprich en el 
Departamento de Medicina Interna de la Universidad de Martin Lutero (Halle-
Wittenberg, Alemania). La cirrosis hepática se indujo en las ratas mediante la 
exposición a CCl4 inhalado tres veces por semana, según el protocolo descrito más 
adelante. La Figura 4 resume de forma esquemática los diseños experimentales 
utilizados en este estudio. Tanto la enoxaparina como el suero salino se administraron 
diariamente a partir de la 8ª semana de administración del CCl4 y se mantuvieron 
hasta la realización de los estudios de perfusión portal aislada y bivascular ex-vivo, 
realizados en los siguientes grupos: 
- Grupo CCl4-Sal (n= 18): Ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 inhalado que 
son tratadas con inyecciones subcutáneas de suero salino (Sal, 0,5 mL/24h). 
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- Grupo CCl4-Enox40 (n= 20): Ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 inhalado 
que son tratadas con inyecciones subcutáneas de enoxaparina a dosis bajas 
(Enox40, 40 UI/kg/24h). 
 
  
 
Debido a la posibilidad de que el efecto de la enoxaparina pudiese depender de la 
dosis o del momento de inicio de su administración en relación al estadio de la 
enfermedad hepática, realizamos experimentos adicionales en los que la enoxaparina 
se administró desde el inicio de la exposición al CCl4 y durante 8 semanas. Así, 
Figura 4. Diseños experimentales utilizados en los tres laboratorios,  Cada uno utilizó un modelo 
diferente de cirrosis hepática. La dosis y tiempo de administración de la enoxaparina también varió.    
Abreviaturas: IiSGM: Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio Marañón; MEG: malestar general; 
CCl4: tetracloruro de carbono; LC: ligadura del colédoco. 
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evaluamos los siguientes grupos adicionales: 
-  Grupo CCl4-Sal (n= 22): Ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 inhalado que 
son tratadas con inyecciones subcutáneas de suero salino (Sal, 0,5 mL/24h) 
desde el inicio de la exposición al CCl4. 
- Grupo CCl4-Enox180 (n= 29): Ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 
inhalado que son tratadas con inyecciones subcutáneas de enoxaparina a 
dosis altas (Enox180, 180 UI/kg/24h) desde el inicio de la exposición al CCl4. 
Entre 6 y 10 días tras la última dosis de CCl4, se realizaron los estudios de perfusión 
hepática portal aislada y bivascular ex-vivo, según se describe más adelante. 
8.2. Protocolos de inducción de cirrosis hepática por administración de 
CCl4. 
a) Protocolo de administración orogástrica de CCl4 de Runyon.
La dosis inicial de CCl4 fue de 0,02 mL. Las dosis posteriores se administraron con 
una periodicidad semanal (lunes) ajustadas al cambio de peso corporal a las 48 horas 
de la última dosis (Tabla 10) (148). A diferencia del protocolo original no se administró 
una dosis constante de 0,04 mL una vez que las ratas hubieron desarrollado ascitis. El 
peso corporal se midió antes de cada dosis y a los 2 y 4 días de la última administración 
de CCl4 (lunes, miércoles y viernes). Las ratas del grupo control recibieron 0,5 mL de 
agua una vez por semana (los lunes) en lugar de CCl4, y su peso corporal se midió 
antes de cada administración y 4 días después (los lunes y viernes). 
b) Protocolo de administración orogástrica de CCl4 de Regimbeau modificado.
Tanto la dosis inicial como las posteriores se basaron en el protocolo rápido 
desarrollado por Regimbeau et al (129). La dosis inicial de CCl4 fue de 0,08 mL y las 
siguientes se administraron dos veces por semana (lunes y viernes), ajustándose al 
peso corporal medido antes de cada administración (Tabla 10). Las ratas del grupo 
control recibieron 0,5 mL de agua una vez por semana (los lunes) en lugar de CCl4, y su 
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peso corporal se midió antes de cada administración y 4 días después (los lunes y 
viernes). 
 
 
Tabla 10. Dosis de CCl4 ajustadas a los cambios en el peso corporal en cada protocolo (129, 148) 
Protocolo de Runyon Protocolo de Regimbeau modificado 
Cambio en el peso 
corporal a las 48 horas 
de la última dosis 
< 6 semanas de 
tratamiento 
> 6 semanas de 
tratamiento 
Peso corporal el día de 
la administración de 
CCl4 
Dosis de CCl4 
Estable o aumentando 
Aumentar dosis 
en 0,06 ml 
Aumentar dosis en 
0,08 ml 
150 - 230 gr 0,20 ml/Kg 
Pérdida: 2 – 5,9 % 
Aumentar dosis 
en 0,04 ml 
Aumentar dosis en 
0,06 ml 
231 - 280 gr 0,25 ml/Kg 
Pérdida: 6 - 10 % 
Aumentar dosis 
en 0,02 ml 
Aumentar dosis en 
0,04 ml 
281 – 310 gr 0,30 ml/Kg 
Pérdida: 10,1 – 15 % Mantener dosis Mantener dosis 311 – 340 gr 0,35 ml/Kg 
Pérdida: > 15 % 
Disminuir dosis 
en 0,04 ml 
Disminuir dosis en 
0,04 ml 
341 – 370 gr 0,40 ml/Kg 
   371 – 390 gr 0,45 ml/Kg 
 
 
c) Protocolo de administración de CCl4 inhalado. 
La cirrosis hepática fue inducida mediante la exposición a CCl4 inhalado tres veces 
por semana. Se añadió fenobarbital al agua de bebida a una concentración de 35 gr/dL. 
El protocolo fue el mismo que el utilizado por Loureiro-Silva et al (190). El CCl4 se 
administró durante 8 ó 12-14 semanas en función de los diferentes grupos de 
experimentación. 
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8.3. Protocolos quirúrgicos de hipertensión portal pre-hepática y cirrosis 
biliar. 
a) Protocolo quirúrgico de hipertensión portal pre-hepática: Ligadura parcial de la
vena portal (LPVP). 
La hipertensión portal pre-hepática se indujo mediante una LPVP según el método 
de Chojkier et al (191). Tras anestesiar a las ratas con sevoflurano inhalado (ver 
regímenes anestésicos), se realizó una laparotomía media. El omento y parte del 
intestino se desplazaron fuera de la cavidad abdominal y se cubrieron con una gasa 
humedecida en suero fisiológico. Tras disecar la vena porta en su vertiente proximal de 
la arteria hepática, se realizó una estenosis calibrada de la misma por medio de una 
ligadura (seda de 3-0) alrededor de un Abbocath de punta roma de 20G dispuesto en 
paralelo a la vena porta. Tras la ligadura se retiró el Abbocath, permitiendo la 
expansión de la vena porta hasta el calibre de 20-G. Seguidamente la laparotomía fue 
cerrada en dos planos con sutura continua y seda de 3-0, para finalmente aplicar una 
solución antiséptica (Povidona yodada) a la herida quirúrgica y administrar una dosis 
subcutánea (0,05 mg/kg) de buprenorfina (Buprenex, viales de 0,3 mg/mL, Reckitt 
Benckiser) para aliviar el dolor postoperatorio. La temperatura se controló durante 
todo el estudio a través de un termómetro rectal y se mantuvo estable (37,5 ± 0,5 °C) 
mediante una almohadilla térmica. Todo el procedimiento quirúrgico se realizó en 
condiciones de asepsia. 
b) Protocolo quirúrgico de inducción de cirrosis biliar: Ligadura del colédoco (LC).
La cirrosis biliar se indujo por medio de una LC en ratas macho Sprague-Dawley con 
un peso inicial de 250 gramos. Esta técnica se realizó bajo anestesia con sevoflurano 
inhalado de la manera siguiente (192): tras practicar una laparotomía media, el 
omento y parte del intestino se desplazaron fuera de la cavidad abdominal y se 
cubrieron con una gasa humedecida en suero fisiológico. Tras localizar el colédoco y 
disecarlo de la grasa subyacente, se inyectó en su interior formalina (1mL/mg) para 
impedir su dilatación. Posteriormente se realizó una doble ligadura con seda 3-0 y se 
resecó una porción del colédoco entre estas dos ligaduras. La laparotomía fue cerrada 
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en dos planos con sutura continua y seda de 3-0, para finalmente aplicar una solución 
antiséptica (Povidona yodada) a la herida quirúrgica. Las ratas del grupo control 
(Sham), se las sometió al mismo procedimiento, incluyendo una manipulación del 
colédoco, pero sin inyectar formalina o realizar ligadura ni sección del colédoco. 
 
8.4. Anestesia. 
 
En el presente trabajo utilizamos 2 tipos de regímenes anestésicos: la combinación 
de Ketamina+Diazepam intramuscular y la anestesia inhalada con sevoflurano. En 
ambos regímenes anestésicos, la profundidad de la anestesia se consideró suficiente 
cuando los animales no tenían reflejo pedal de retirada y no reaccionaban al corte de 
la piel o peritoneo. Posteriormente, su evaluación se realizó también por medio de 
parámetros cardio-respiratorios (frecuencia cardiaca y respiratoria, y PAM), y del 
reflejo pedal de retirada. Los protocolos anestésicos fueron los siguientes: 
 
a) Combinación de Ketamina+Diazepam (KD). 
Las ratas recibieron 75 mg/kg de Ketamina (Ketolar; viales de 50 mg/1 mL, Pzifer, 
Madrid, España) y 5 mg/kg de diazepam (Valium; viales de 5 mg/mL, Roche, Madrid, 
España) de forma separada a través de una inyección intramuscular en el margen 
antero-lateral de cada muslo. Los volúmenes de inyección correspondientes de cada 
anestésico oscilaron entre 0,50-0,87 mL y 0,33-0,58 mL, respectivamente. Se 
administraron dosis adicionales de ketamina (10 mg, 0,20 mL) según necesidad para 
mantener la profundidad de la anestesia. Las ratas en este protocolo no fueron 
suplementadas con oxígeno y respiraron aire ambiente. 
 
b) Anestesia con sevoflurano inhalado. 
El equipamiento consistió en un regulador de flujo para suministrar aire y oxígeno, 
un vaporizador para añadir sevoflurano (Laboratorios Abbott) al anterior flujo en una 
proporción conocida, y una cámara de inducción y mascarilla para la inducción y 
mantenimiento de la anestesia, respectivamente. Durante la fase de inducción, el flujo 
de aire y oxígeno fue de 5 L/min y la concentración de sevoflurano del 5%, mientras 
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que en la fase de mantenimiento se redujeron a 1 L/min y 2-3 %, respectivamente. 
Cuando se requería ajustar la dosificación de la anestesia (dosis adicionales de 
ketamina, o reducción /aumento de la concentración de sevoflurano) durante la 
realización del estudio hemodinámico,  la medición de presiones se reinició pasados 3 
minutos de haber conseguido el plano anestésico adecuado. 
 
8.5. Estudio hemodinámico. 
 
Los estudios hemodinámicos se realizaron bajo un estricto control de la 
temperatura corporal a través de un termómetro rectal, manteniéndose estable (37,5 
± 0,5 °C) mediante una almohadilla térmica. Una vez que las ratas fueron anestesiadas 
con sevoflurano o Ketamina+Diazepam, se canalizaron la arteria carótida común y la 
vena yugular externa derechas por medio de un catéter Abbocath de 24G (B. Braun) y 
un tubo de polietileno (PE50), respectivamente. De esta manera, se obtuvieron la 
presión venosa central y la PAM. Posteriormente, se realizó una laparotomía media y 
el omento y parte del intestino se desplazaron fuera de la cavidad abdominal y se 
cubrieron con una gasa humedecida en suero fisiológico. Tras localizar la vena 
ileocólica, ésta se canalizó a través de otro catéter Abbocath de 24G, permitiendo la 
medición de la presión portal. Tras 5 minutos de estabilización, se tomaron las 
presiones durante otros 5 minutos utilizando un registro multicanal (PowerLab, AD 
Instruments) y se analizaron con Lab Chart Reader (AD Instruments). Todo el 
experimento se realizó en condiciones de asepsia. 
 
8.6. Perfusión hepática portal aislada y bi-vascular ex-vivo. 
 
En estos experimentos, las ratas fueron anestesiadas con Ketamina (100 mg/kg; 
Ketaset, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA, USA) y xilacina (40 mg por rata; 
Rompur Bayer, Alemania). Se realizaron tanto estudios de perfusión de la vena porta 
aislada como estudios bi-vasculares según se ha descrito previamente (132, 190): 
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a) Estudios de perfusión de la vena porta aislada.
Tras la apertura del abdomen, se colocaron unas ligaduras sueltas alrededor de la 
vena porta. Seguidamente se ligó la arteria hepática y se canularon el colédoco (para 
medir la producción de bilis durante el estudio) y la vena porta. Tras iniciar un sistema 
de perfusión (40 mL/min) con una solución oxigenada (gas carbónico, 95% O2/5% CO2) 
de Krebs-Henseleit con dextrosa (11 mM), se seccionó y canuló la vena cava (catéter 
de flujo de salida). Para poder medir la presión sinusoidal se enclavó un catéter PE50 
en una vena suprahepática del lóbulo izquierdo. Después de la exanguinación hepática, 
todos los hígados fueron perfundidos con 100 mL de solución de Krebs-Henseleit en 
modo recirculación con un flujo constante de 40 mL/min. Las presiones de perfusión y 
sinusoidal se midieron de forma continua a través de dos transductores 
independientes (MLT 844, AD instruments, USA) conectados a la cánula de perfusión y 
catéter enclavado, respectivamente. 
b) Estudios de perfusión bi-vascular.
En los estudios de perfusión bivasculares, tras la apertura del abdomen se 
colocaron ligaduras sueltas alrededor de la aorta (craneal a la salida del tronco 
celiaco), arteria mesentérica superior (inmediatamente distal a la salida de la aorta), y 
aorta (por debajo del origen de la arteria mesentérica superior). Las arterias gástrica 
izquierda y esplénica se ligaron en su origen y se colocó una ligadura suelta alrededor 
del esófago. Ambas arterias renales y la gastroduodenal también fueron ligadas. Se 
canularon el colédoco y vena porta por medio de un catéter PE10 y de teflón de 14 G, 
respectivamente. Se inició entonces una perfusión (30 mL/min) con una solución 
oxigenada (gas carbónico, 95% O2/5% CO2) de Krebs-Henseleit en un modo de no 
recirculación. Posteriormente se sacrificó al animal mediante una sección de la vena 
cava inferior, se canuló la aorta con catéter de teflón de 18G, y se cerraron las 
ligaduras alrededor de la arteria mesentérica superior y del esófago. Seguidamente se 
inició una perfusión de la arteria hepática (10 mL/min) con la anterior solución en 
modo de no recirculación y se cerraron el resto de ligaduras alrededor de la aorta. A 
continuación se canuló la vena cava con un catéter de teflón de 14 G y se abrió el 
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tórax. Para poder medir la presión sinusoidal se enclavó un catéter PE50 en una vena 
suprahepática del lóbulo izquierdo. El cierre de la ligadura alrededor de la cava inferior 
se cerró para asegurar el catéter enclavado, iniciándose en ese momento el periodo de 
estabilización. Durante este periodo y en el periodo experimental (medición de 
presiones), la presión de perfusión de la arteria hepática y vena porta se registraron de 
forma continua a través de dos transductores independientes (MLT 844, AD 
Instruments, USA). La presión suprahepática enclavada se medió con un tercer 
transductor durante el periodo experimental. 
En ambos estudios, antes de cada procedimiento los sistemas de medida se 
calibraron con el punto 0 a nivel del hilio hepático, la solución de perfusión se oxigenó 
por medio de un pulmón artificial, y se mantuvo un flujo constante a través de una 
bomba peristáltica. La viabilidad del hígado se valoró mediante su aspecto 
macroscópico, la estabilidad de las curvas de perfusión y la cantidad de bilis producida 
durante la estabilización (> 0,4 μL/min/gr de peso hepático). Tras los experimentos se 
extrajeron y pesaron el hígado y bazo. El análisis de las presiones de perfusión y 
sinusoidal se realizaron por medio de los programas PowerLab 8/35 y Chartv5.5.4 (AD 
Instruments, USA). 
 
Diseño experimental de los estudios de perfusión. 
Para investigar los efectos de la enoxaparina en la vena porta en los estudios de 
perfusión univascular se requiere una vasoconstricción previa del sistema venoso 
portal. Para ello, tras la estabilización se realizó una vasoconstricción con metoxamina 
(agonista 1; 10-4 M; Sigma Chemicals Co.) seguida de una curva de dosis-respuesta 
utilizando cuatro dosis consecutivas de acetilcolina (vasodilatación dependiente del 
endotelio) (10-7-10-4 M Sigma Chemicals Co.), y S-Nitroso-N-Acetilpenicilamina (SNAP, 
vasodilatación independiente del endotelio) (10-7-10-4 M Sigma Chemicals Co.). Para 
investigar los efectos sobre la arteria hepática en los estudios de perfusión 
bivasculares, el sistema de perfusión se cambió a modo de circulación durante el 
periodo de estabilización en presencia o ausencia del inhibidor de la producción de 
óxido nítrico NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) (10-4 M; Sigma Chemicals Co.). Tras 
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el periodo de estabilización, se interrumpió el flujo de salida del catéter enclavado en 
la vena suprahepática, permitiendo la medición de la presión enclavada. Finalmente, la 
perfusión se cambió a modo abierto en presencia o ausencia de L-NMMA y se 
realizaron curvas de dosis-respuesta utilizando varias dosis consecutivas de 
metoxamina (10-6- 3x10-4 M, Sigma Chemicals Co). 
Cálculo de las resistencias vasculares 
La resistencia arterial hepática se calculó por medio del flujo arterial y presión de 
perfusión arterial hepáticas. La resistencia venosa portal  se estimó a través de la 
presión de perfusión y flujo portales. La resistencia sinusoidal fue estimada por medio 
de la presión de enclavamiento y el flujo hepático total (suma de los flujos portal y de 
la arteria hepática). 
8.7. Medición de parámetros hematológicos, bioquímicos y gasométricos. 
Tras la toma de presiones, se extrajo una muestra arterial (3 mL) a través del 
catéter Abbocath insertado en la arteria carótida. El recuento hematológico se realizó 
en muestras recogidas en tubos EDTA. Para confirmar el recuento plaquetario se llevó 
a cabo un frotis sanguíneo por medio de la tinción de May-Grünwald (Merck 
Millipore). Se midieron también parámetros gasométricos, de coagulación y 
bioquímicos (perfil renal y hepático). Todas estas mediciones se realizaron por medio 
de un analizador automático. 
8.8. Técnicas histológicas y cuantificación de la fibrosis hepática. 
Una vez extraída la muestra de sangre, las ratas se sacrificaron por exanguinación 
seccionando la vena cava bajo anestesia profunda. Se extrajeron entonces el hígado y 
bazo para determinar su peso y se tomó una muestra del lóbulo lateral izquierdo del 
hígado, la cual se fijó en una solución de formalina al 10 %. Los cortes histológicos se 
tiñeron con rojo Sirio (Direct Red 80, Sigma-Aldrich) y tricrómico de Masson (Bio-
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Optica Milano SpA) para evaluar la fibrosis. Su medición se realizó de forma 
semicuantitativa a través de la escala de Ishak (193) y cuantitativamente por medio del 
software Image J en 30 (magnificación 20x en la tinción de tricrómico de Masson) y 15 
(magnificación 10x en la tinción de rojo Sirio) campos oculares por corte histológico. Se 
estableció un filtro RGB (rojo, verde, azul) para detectar las áreas teñidas de colágeno, 
las cuales se cuantificaron como un área en píxeles y el resultado se expresó como 
porcentaje. Todo el análisis histológico se realizó de forma ciega para el investigador. 
 
8.9. Cultivo de líquido ascítico. 
 
Inmediatamente tras abrir el abdomen, se tomó una alícuota de líquido ascítico en 
caso de estar presente. La alícuota se depositó en tubos con tioglicolato medio fluido y 
se incubaron durante 48 horas a 37 °C. Después de ese tiempo, se valoró la existencia 
de crecimiento bacteriano, considerándose positivos aquellos con presencia de 
turbidez en los tubos en comparación con un control al que no se le alicuotó muestra. 
 
8.10. Medición de niveles circulantes de IL-6. 
 
Los niveles circulantes de IL-6 se midieron en una muestra de sangre arterial 
obtenida al final de los estudios hemodinámicos y antes del sacrificio. Para ello, la 
muestra de sangre se depositó en tubos conteniendo heparina que se centrifugaron a 
10.000 rpm a 4ºC. Los niveles de IL-6 se midieron en el plasma sobrenadante mediante 
ELISA, utilizando el kit Rat IL-6 ELISA Set (BD OptEIA, BD Biosciences) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
8.11. Análisis de expresión de genes pro-fibrogénicos en tejido hepático. 
 
Para tratar de detectar con mayor sensibilidad posibles efectos de la enoxaparina 
sobre la fibrosis, evaluamos la expresión de mRNA en tejido hepático de tres genes 
involucrados en la fibrogénesis hepática: Colagen-1 alpha (Col1a1), Tissue inhibitor of 
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metalloproteinase-1 (Timp1) y Alpha-smooth muscle actin (Acta2). Para ello, extraímos 
RNA total de 30 mg de tejido hepático utilizando Trizol (Invitrogen) y un 
homogeneizador de tejidos (LT Tissue Lyser, Qiagen), según las instrucciones del 
fabricante. Un microgramo de RNA fue transcrito a cDNA utilizando el kit iScript de Bio-
Rad. La RT-PCR en tiempo real fue realizada en un termociclador iQ5 (Bio-Rad) usando 
el Taqman Universal Master Mix II with UNG (ABI, Life Sciences) y sondas Taqman para 
los genes Col1a1 (Rn01463848_m1), Timp1 (Rn01430873_g1) y Acta2 
(Rn01759928_g1). Los resultados fueron analizados utilizando el método Delta-Delta 
CT y la expresión del RNAm de beta-actina (Atcb) para la normalización. 
8.12. Análisis estadístico. 
Las variables cuantitativas se expresaron como porcentaje ± SD, o mediana (rango), 
mientras que las variables cualitativas se expresaron como porcentaje. Las diferencias 
entre grupos en las variables continuas se estudiaron mediante el análisis de la 
varianza (ANOVA) o la correspondiente prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, 
mientras que en las variables categóricas se utilizó el test exacto de Fisher. Se 
estableció como nivel de significación estadística un valor de p inferior a 0,05. Las 
comparaciones múltiples post-Hoc se realizaron con el test de Tukey o Dunn. En los 
estudios de perfusión, las comparaciones entre medidas repetidas se realizaron por 
medio de ANOVA con medidas repetidas seguida del test de Bonferroni para detectar 
diferencias entre grupos. El programa estadístico utilizado fue el GraphPad Prism 
versión 6.00 para Machintosh (GraphPad Software, San Diego California USA, 
www.graphpad.com). 
9. RESULTADOS
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9.1. OBJETIVO I: OPTIMIZACIÓN DE ASPECTOS DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 
CRUCIALES PARA LA EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS DE LA 
ENOXAPARINA SOBRE LA CIRROSIS HEPÁTICA EN RATAS. 
9.1.1. Objetivo I.A: Comparación de dos protocolos de inducción de 
cirrosis hepática en ratas basados en la administración oral de 
CCl4.  
 
En el Objetivo I.A, comparamos 2 protocolos para desarrollar cirrosis hepática 
inducida por la administración oral de CCl4 en ratas: por un lado, el protocolo de 
Runyon basado en la administración oral de CCl4 una vez por semana (grupo CCl4-
[1xSem]), y por otro un protocolo modificado basado en el desarrollado por 
Regimbeau consistente en la administración oral de CCl4 dos veces por semana 
(grupo CCl4-[2xSem]). 
 
Mortalidad 
Todas las ratas del grupo control (CTRL) sobrevivieron hasta el final de los 
experimentos. Como era esperable, los grupos tratados con CCl4 presentaron una 
mortalidad moderada, pero fue similar en el grupo CCl4-[1xSem] y el CCl4-[2xSem]: 
17% vs. 33%, p=0,41. En el grupo CCl4-[1xSem] fallecieron dos ratas, ambas en la 
semana 13 (tras finalizar la administración de CCl4). En el grupo CCl4-[2xSem] 
fallecieron 5 ratas, 3 de ellas debido a un fallo de administración del CCl4 (inyección 
accidental en el tracto respiratorio) y las otras 2 a lo largo de la inducción de la cirrosis 
hepática (semanas 2 y 10). Por tanto, al final del estudio hubo un total de 11 de ratas 
en el grupo CTRL y de 10 ratas en cada grupo tratado con CCl4. 
 
 
Ganancia de peso corporal 
La Figura 5 muestra la evolución del peso corporal en los distintos grupos a lo 
largo de todo el estudio. El peso corporal fue similar en los tres grupos al comienzo del 
tratamiento con CCl4 o vehículo (CTRL: 310±63 gr vs. CCl4-[1xSem]: 274±25 gr vs. CCl4-
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[2xSem]: 277±27 gr, p=0,54). Comparada con la del grupo CTRL, la ganancia de peso 
corporal tendió a ser más lenta en los grupos CCl4-[1xSem] y CCl4-[2xSem], pero al 
final del estudio no hubo diferencias significativas en el peso corporal entre los tres 
grupos (543±80 gr vs. 479±47 gr vs. 471±69 gr, p=0,11). 
La apariencia de la curva de ganancia de peso, sin embargo, sí mostró diferencias 
llamativas entre los distintos grupos. En el grupo CCl4-[1xSem], las ratas sufrieron una 
considerable pérdida de peso corporal tras cada dosis de CCl4 seguida de una mayor 
ganancia entre cada toma, adoptando un claro trazado en dientes de sierra. En el 
grupo CCl4-[2xSem], sin embargo, la curva de ganancia de peso no tuvo dientes de 
sierra y fue más suave y regular al igual que la del grupo CTRL (Figura 5). La dosis total 
de CCl4 fue similar entre los grupos CCl4-[1xSem] y CCl4-[2xSem]: 3,5±0,64 mL vs. 
3,1±0,76 mL, p=0,16. 
Parámetros hematológicos, bioquímicos y de función hepática 
La Tabla 11 muestra los resultados hematológicos y bioquímicos de cada grupo. 
Mientras que los grupos CTRL y CCl4-[1xSem] mostraron (salvo por alguna alteración 
de la fórmula leucocitaria) valores hematológicos, bioquímicos y gasométricos 
similares, el grupo CCl4-[2xSem] mostró un claro empeoramiento de la función 
hepática con niveles más altos de bilirrubina (p<0,05), AST (p<0,01), ALT (p<0,01), y de 
INR (p<0,001), y con valores más bajos de fibrinógeno (p<0,01) y albúmina (p<0,0001). 
No se objetivaron diferencias en parámetros de función renal, iones o en el equilibrio 
ácido-base entre ninguno de los grupos. 
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Figura 5: Evolución de la ganancia de peso corporal en ratas del grupo control (CTRL-línea 
naranja, H2O una vez por semana) y en grupos de ratas que siguen el protocolo de 
administración de CCl4 de una vez por semana (CCl4-[1xSem], línea azul) y de dos veces por 
semana (CCl4-[2xSem], línea verde). La gráfica muestra el peso corporal (media y desviación 
estándar de cada grupo a distintos tiempos).  
Abreviaturas: Phe: fenobarbital; H20: agua; CCl4: tetracloruro de carbono. 
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Tabla 11. Parámetros hematológicos, bioquímicos y de función hepática. 
CTRL 
(n=11) 
CCl4-[1xSem] 
(n=10)a 
CCl4-[2xSem] 
(n=10)a 
Hematíes (10x6/μL) 7,6 ± 0,5 7,6 ± 0,3 7,0 ± 0,7 θ 
Hemoglobina (gr/dl) 14,1 ± 0,6 13,7 ± 0,6 13,2 ±  0,8 * 
Hematocrito (%) 40,5 ± 2,5 39,7 ± 1,4 39,5 ± 1,9 
Volumen corpuscular medio (fL) 53,3 ±  2,0 52,4 ±  1,8 56,9 ± 4,1 θ  
Leucocitos (10x3/μL) 1.5 (0,7-9) 1,1 (0,7-2,9) 7,2 (1,2-20,8) θ 
Fórmula (%) 
 Polimorfonuclear
 Linfocitos
 Monocitos
 Eosinófilos
 Basófilos
1,8 (0,7-32) 
89,7 (66,8-97,6) 
0,1 (0-2,9) 
0,7 (0-1,7) 
0,2 (0-21,9) 
7,6 (4,7-21,4) δ 
70,0 (50,9-80,7) ζ 
15,1 (8,9-36,1) ζ 
0,4 (0-0,9) 
0,5 (0,1-1,1) 
2,5 (0,6-5,6) 
95,3 (77,7-98,6) 
1,3 (0,1-17,9) 
0,3 (0-2,1) 
0,2 (0-7,3) 
Plaquetas (10x3/μL) 905 ± 93 865 ± 97 542 ± 246 θ θ θ 
Tiempo protrombina (segundos) 11,5 ± 1,3 11,6 ± 0,4 15,3 ± 2,2 θ θ θ θ 
INR 1,1 ± 0,1 1,1 ± 0,0 1,4 ± 0,2 θ θ θ  
Fibrinógeno (mg/dL) 225 ± 36 235 ± 25 152 ± 56 θ θ  
Glucosa (mg/dL) 220 ± 74 174 ± 30 130 ± 34** 
ALT (U/L) 32 ± 12 45 ± 17 75 ± 20 θ θ 
AST (U/L) 54 (47-105) 67 (40-185) 210 (127-311) θ θ 
Bilirrubina total (mg/dL) 0,1 (0-0,1) 0,1 (0,1-0,4) 0,45 (0,1-1,7) θ 
FA (U/L) 66 ± 10 123 ± 25 221 ± 105 θ θ 
Albúmina (g/dL) 3,5 ± 0,3 3,2 ± 0,3 2,5 ± 0,4 θ θ θ θ 
Proteínas totales (g/dL) 5,3 (5,2-5,5) 5,3 (4,9-5,6) 4,5 (3,4-4,6) θ θ 
LDH (U/L) 138 (92-291) 155 (80-253) 207 (191-542)^ 
Creatinina (mg/dL) 0,34 (0,24-0,4) 0,28 (0,2-0,4) 0,20 (0,2-0,56) 
Urea (mg/dL) 28 ± 6 28 ± 5 22 ± 4 
Na (mmol/L) 138 ± 2 140 ± 2 140 ± 2 
K (mmol/L) 5,2 ± 0,7 5,3 ± 0,4 5,6 ± 0,5 
pH 7,39 ± 0,08 7,45 ± 0,04 7,38 ± 0,06 
pCO2 (mm Hg) 46 ± 7 39 ± 4 40 ± 7 
pO2 (mm Hg) 400 ± 131 456 ± 20 395 ± 51 
HCO3 (mmol/L) 28 ± 1,0 27 ± 0.7 29 ± 1.4 
Lactato (mmol/L) 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,3 0,9 ± 0,2 
Los valores se expresan como media ± SD o mediana (rango).
a Los análisis de 1 rata del grupo CCl4-[1xSem] y de 2 ratas del CCl4-[2xSem] no se pudieron realizar.
δ p< 0,05 comparado con CCl4-[2xSem]. 
ξ p< 0,05 comparado con  CTRL y CCl4-[2xSem]. 
^ p< 0,05 comparado con  CCl4-[1xSem]. 
θ p < 0,05; θ θ p < 0,01; θ θ θ p < 0,001; θ θ θ θ p < 0,0001 comparado con CTRL y CCl4-[1xSem]. 
* p< 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,001 comparado con CTRL.
Abreviaturas: ALT: alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina, 
HCO3: bicarbonato, INR: international normalized ratio, K: potasio, LDH: lactato deshidrogenasa, Na: 
sodio, pO2: presión parcial de oxígeno, pCO2: presión parcial de dióxido de carbono. 
95
RESULTADOS  
Parámetros cardio-respiratorios 
La administración de CCl4 por los dos protocolos no indujo grandes cambios en 
parámetros hemodinámicos sistémicos, excepto por una presión arterial media más 
elevada en el grupo CCl4-[1xSem] comparada con la de los grupos CCl4-[2xSem] y 
CTRL (p<0,05, Tabla 12). Los valores de la frecuencia cardíaca, de la presión venosa 
central, y también de la frecuencia respiratoria, fueron similares en los tres grupos 
(Tabla 12). 
Tabla 12. Parámetros hemodinámicos sistémicos y frecuencia respiratoria 
CTRL 
(n=11) 
CCl4-[1xSem] 
(n=10)a 
CCl4-[2xSem] 
(n=10)a 
FC (latidos/min) 334,7 ± 33,1 319,6 ± 29,6 305,6 ± 31,380 # 
PAM (mm Hg) 97,9 ± 15,1 111,6 ± 9,4 * 88,53 ± 8,756 
PVC (mm Hg) 2,4 ± 1,4 2,1 ± 1,1 2,4 ± 1,7 
FR (respiraciones/min) 50,4 ± 5,2 56,4 ± 3,6 50,9 ± 7,0 
Los valores se expresan como media ± SD. 
* p< 0,05 comparado con los Gp-C y Gp-N; # p < 0,01 comparado con los Gp-C y Gp-R.
a El estudio hemodinámico no se pudo realizar en 1 rata del grupo CCl4-[1xSem] y en 3 ratas 
del CCl4-[2xSem] debido a fallos técnicos. 
Abreviaturas: FC: frecuencia cardíaca, PAM: presión arterial media, PVC: presión venosa 
central, FR: frecuencia respiratoria. 
Desarrollo de hipertensión portal y ascitis 
La inducción de hipertensión portal se valoró tanto por la medición directa de la 
presión portal como por indicadores indirectos como el desarrollo de esplenomegalia, 
de trombopenia y de ascitis. 
Si bien el grupo CCl4-[1xSem] presentó una elevación de la presión portal respecto 
al grupo control (CTRL: 6,8±1,5 mmHg vs. CCl4-[1xSem]: 9,9±2,2 mmHg, p<0,01), el 
desarrollo de hipertensión portal fue significativamente mayor en el grupo CCl4-
[2xSem] (14,5±2,7 mmHg, p<0,001 respecto al resto, Figura 6.A). Los dos grupos que 
recibieron CCl4 desarrollaron esplenomegalia, evaluada por la relación “peso del 
bazo/peso corporal” (CTRL: 0,16±0,02 gr vs. CCl4-[1xSem]: 0,26±0,11 gr vs. CCl4-
[2xSem]: 0,40±0,09 gr), pero la esplenomegalia fue mayor en el grupo CCl4-[2xSem] 
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que en el grupo CCl4-[1xSem] (p<0,01, Figura 6.B). Respecto al desarrollo de 
trombopenia, sólo el grupo CCl4-[2xSem] presentó una disminución significativa del 
número de plaquetas circulantes (p<0,0001 vs. CTRL, p<0,001 vs. CCl4-[1xSem], Figura 
6.C). 
La incidencia de ascitis fue del 0% en el grupo CTRL, del 10% en el grupo CCl4-
[1xSem], y del 80% en el grupo CCl4-[2xSem] (p<0,01 CCl4-[2xSem] vs. el resto). 
Mientras que ninguna de las ratas del grupo CCl4-[1xSem] desarrolló ascitis antes de la 
semana 12, dos ratas del grupo CCl4-[2xSem] desarrollaron ascitis precozmente en las 
semanas 8 y 11 que obligó a finalizar la administración de CCl4.  
Desarrollo de fibrosis y cirrosis hepática 
Todas las ratas tratadas con CCl4, tanto del grupo CCl4-[1xSem] como del CCl4-
[2xSem], desarrollaron fibrosis y claros criterios de cirrosis hepática según la escala de 
Ishak evaluada en secciones de tejido hepático teñidas con Hematoxilina-Eosina 
(Figuras 7 y 8). El área de fibrosis (%) fue cuantificada de forma más precisa en 
secciones teñidas con rojo Sirio (Figura 9.A) y con el tricrómico de Masson (Figura 9.B). 
El área de fibrosis medida con ambas tinciones fue mayor en los grupos CCl4-[1xSem] 
(p<0,01) y CCl4-[2xSem] (p<0,001) comparado con el grupo CTRL (Figura 9.A y 9.B). 
Notablemente, el área de fibrosis en el grupo CCl4-[2xSem] fue mayor que en el CCl4-
[1xSem] (p<0,001). 
La masa hepática fue normal en los grupos CTRL y CCl4-[1xSem], pero el grupo 
CCl4-[2xSem] desarrolló una importante atrofia del hígado, evaluada por la relación 
“peso hígado/peso corporal”: 3,48±0,36 gr vs. 3,58±0,55 gr vs. 2,38±0,89 gr, p< 0,01 
CCl4-[2xSem] vs. el resto, Figura 9.C). 
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Figura 6: Desarrollo de hipertensión portal (A), esplenomegalia (B), y trombopenia (C) en ratas del 
grupo control (CTRL, H2O una vez por semana) y en grupos de ratas que siguen el protocolo de 
administración de CCl4 de una vez por semana (CCl4-[1xSem]) y de dos veces por semana (CCl4-
[2xSem]). Cada símbolo representa los valores individuales de cada rata y la línea horizontal la 
mediana de cada grupo. 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001.
Abreviaturas: H20: agua; CCl4: tetracloruro de carbono. 
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Figura 7. Secciones hepáticas teñidas con rojo Sirio para evaluar la fibrosis en ratas del grupo control 
(H2O una vez por semana)(A) y en grupos de ratas que siguen el protocolo de administración de CCl4 
de una vez por semana (B) y de dos veces por semana (C) con sus correspondientes imágenes RGB (D 
a F) (10x). A: hígado del grupo control con preservación de arquitectura hepática; B: Cirrosis hepática 
establecida con nódulos separados por tabiques fibrosos; C: Cirrosis hepática establecida con mayor 
grado de fibrosis. 
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Figura 8. Secciones hepáticas teñidas con tricrómico de Masson para evaluar la fibrosis en ratas del 
grupo control (H2O una vez por semana)(A) y en grupos de ratas que siguen el protocolo de 
administración de CCl4 de una vez por semana (B) y de dos veces por semana (C) con sus 
correspondientes imágenes RGB (D a F) (20x). A: hígado del grupo control con preservación de 
arquitectura hepática; B: Cirrosis hepática establecida con nódulos separados por tabiques fibrosos; C: 
Cirrosis hepática establecida con mayor grado de fibrosis.
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Figura 9: Cuantificación del área de fibrosis hepática (%) con la tinción de rojo Sirio 
(A) y con el tricrómico de Masson (B), y grado de atrofia hepática (C) en ratas del 
grupo control (CTRL, H2O una vez por semana) y en grupos de ratas que siguen el 
protocolo de administración de CCl4 de una vez por semana (CCl4-[1xSem]) y de 
dos veces por semana (CCl4-[2xSem]). Cada símbolo representa los valores 
individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada grupo. 
Abreviaturas: PC: peso corporal; CCl4: tetracloruro de carbono. ** = p<0,01; *** = 
p<0,001; **** = p<0,0001.  
Abreviaturas: H20: agua; CCl4: tetracloruro de carbono.
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9.1.2. Objetivo I.B: Comparación de los efectos de la anestesia con 
sevoflurano con los de la anestesia con Ketamina+Diazepam en 
ratas normales y en ratas con hipertensión portal inducida por la 
ligadura parcial de la vena porta. 
En el Objetivo I.B, comparamos las ventajas e inconvenientes de dos protocolos 
anestésicos distintos, uno inhalado (sevoflurano, Sevo) y otro intramuscular 
(Ketamina+Diazepam, KD), para realizar mediciones hemodinámicas en ratas normales 
(CTRL) y en ratas con hipertensión portal inducida por la ligadura parcial de la vena 
porta (LPVP). 
Parámetros anatómicos generales 
No existieron diferencias respecto al peso corporal al inicio de la anestesia (CTRL-
Sevo: 388±32 gr vs. CTRL-KD: 399±29 gr vs. LPVP-Sevo: 388±32 gr vs. LPVP-KD: 381±64 
gr, p= 0,35), aunque los grupos en los que se realizó una LPVP presentaron una ligera 
pérdida de peso entre el día de la cirugía y el día del estudio hemodinámico (LPVP-
Sevo: -5,4±5,3% vs. LPVP-KD: -3,4±5,3%, p= 0,41). 
Como era esperable, las ratas de los grupos en las que se realizó una LPVP 
desarrollaron cierto grado de atrofia hepática, evaluada por el ratio “peso del 
hígado/peso corporal” (CTRL-Sevo: 3,5±0,4 gr vs. CTRL-KD: 3,3±0,2 gr vs. LPVP-Sevo: 
2,7±0,2 gr vs. LPVP-KD: 2,7±0,4 gr, Figura 10.A). 
Como reflejo de la hipertensión portal generada, las ratas en las que se realizó una 
LPVP también desarrollaron esplenomegalia, evaluada por la relación “peso del 
bazo/peso corporal” (CTRL-Sevo: 0,21±0,02 gr vs. CTRL-KD: 0,18±0,02 gr vs. LPVP-
Sevo: 0,28±0,04 gr vs. LPVP-KD: 0,25±0,07 gr, Figura 10.B). El desarrollo de ascitis 
también fue un hallazgo frecuente en las ratas con LPVP (LPVP-Sevo: 66,7% vs. LPVP-
KD: 41,2 %, p= 0,39), aunque fue mínima (<1,5 mL) en la gran mayoría de las ratas (sólo 
2 ratas tuvieron volúmenes mayores, con 8 y 2 mL). Ninguna de las ratas de los grupos 
CTRL-Sevo y CTRL-KD desarrolló ascitis. 
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Figura 10: Desarrollo de atrofia hepática (A) y esplenomegalia (B) en ratas sometidas 
a ligadura parcial de la porta (LPVP) respecto a ratas normales (CTRL) con 
independencia de la anestesia utilizada (sevoflurano (Sevo) y Ketamina+Diazepam 
(KD)). Cada símbolo representa los valores individuales de cada rata y la línea 
horizontal la mediana de cada grupo. 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001. 
Abreviaturas: PC: peso corporal; HTP: hipertensión portal. 
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Estabilidad de la anestesia y necesidad de ajuste de dosis 
Los dos anestésicos utilizados indujeron una anestesia adecuada tanto en ratas 
normales como con en ratas con hipertensión portal inducida por la LPVP, pero la 
anestesia con sevoflurano logró un plano anestésico mucho más estable a juzgar tanto 
por la necesidad de ajuste de dosis como por las variaciones en la frecuencia 
respiratoria. 
Un total de 12 ratas (50%) necesitaron dosis adicionales de Ketamina+Diazepam 
frente a sólo 3 ratas (17,6%) que requirieron ajuste de dosis en los grupos de 
Sevoflurano (p=0,05).  En concreto, se requirieron dosis adicionales de 
Ketamina+Diazepam en 6 ratas (54,5%) del grupo CTRL-KD (una dosis en 3 ratas, dos 
dosis en 3 ratas) y en 6 ratas (46,2%) del grupo LPVP-KD (una dosis en todas), que se 
administraron en distintas fases de la anestesia (desde la fase de inducción hasta la del 
mantenimiento). La anestesia con sevoflurano sólo requirió ajustes en 3 ratas del 
grupo CTRL-Sevo, por ninguna del grupo LPVP-Sevo (37,5 y 0 %, respectivamente). Es 
importante destacar que el periodo de medida de presiones del estudio hemodinámico 
tuvo una duración fue similar en todos los grupos (CTRL-Sevo: 25,8±5,0 min vs. CTRL-
KD: 23,6±3,6 min vs. LPVP-Sevo: 22,2±2,0 min vs. LPVP-KD: 22,6±2,7 min, p=0,4). 
Respecto al efecto de la anestesia en la ventilación pulmonar, los grupos 
anestesiados con Ketamina+Diazepam presentaron no sólo una frecuencia respiratoria 
que fue prácticamente el doble que la de los grupos anestesiados con sevoflurano 
(CTRL-Sevo: 62±7 rpm vs. CTRL-KD: 115±21 rpm vs. LPVP-Sevo: 52±7 rpm vs. LPVP-KD: 
104±16 rpm), sino también una mayor variación intra-grupo de la misma (test de 
Bartlett de homogeneidad de varianzas, p= 0,0097, Figura 11.A). 
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Figura 11: Frecuencia respiratoria (A) y frecuencia cardiaca (B) en ratas normales 
(CTRL) y en ratas sometidas a ligadura parcial de la vena porta (LPVP) en función de la 
anestesia utilizada (sevoflurano (Sevo) y Ketamina+Diazepam (KD)). Cada símbolo 
representa los valores individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada 
grupo. 
** = p<0,01; **** = p<0,0001. 
Abreviaturas: HTP: hipertensión portal. 
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Mortalidad durante la anestesia 
Los casos de mortalidad durante la anestesia sólo ocurrieron en los grupos de 
ratas anestesiadas con Ketamina+Diazepam, teniendo el grupo CTRL-KD una 
mortalidad significativamente más alta (p=0,014) que el resto (CTRL-Sevo: 0% vs. CTRL-
KD: 36,4% vs. LPVP-Sevo: 0% vs. LPVP-KD: 7,7%). Al aglutinar los grupos por el tipo de 
anestesia realizada, se mantuvo la misma tendencia hacia una mayor mortalidad en los 
grupos anestesiados con Ketamina+Diazepam (grupos Sevo: 0% vs. grupos KD: 20,8%, 
p=0,065). Todas las muertes ocurrieron de forma similar durante la medición de 
presiones, varios minutos después de haberse canalizado los vasos. Una hipotensión 
progresiva de causa no aclarada precedió a todas las muertes sin asociar depresión 
respiratoria ni hemorragia evidente. 
Parámetros hematológicos, bioquímicos y gasométricos 
La Tabla 13 muestra los resultados hematológicos y bioquímicos de cada grupo. 
Las ratas del grupo CTRL-KD tuvieron valores más elevados de recuento de hematíes, 
hemoglobina y hematocrito que el resto de los grupos (p<0,01). Los dos grupos 
sometidos a LPVP tuvieron unos valores de fibrinógeno y sodio más elevados, y unas 
cifras de glucosa y fosfatasa alcalina más bajas (p<0,05). 
El tipo de anestesia pareció influir en algunos parámetros analíticos relevantes. En 
comparación con los grupos en los que se utilizó sevoflurano, aquellos anestesiados 
con Ketamina+Diazepam tuvieron unas cifras más altas de AST y lactato (p<0,05), y 
más bajas de bicarbonato (p<0,05) (Tabla 13 y Figura 12). Esta diferencia en los niveles 
de AST fue significativa solamente entre el grupo CTRL-Sevo y los dos grupos 
anestesiados con Ketamina-Diazepam (p<0,05). La mayor presión parcial de oxígeno en 
los grupos anestesiados con sevoflurano fue debida a la suplementación con oxígeno 
necesaria para vehiculizar el sevoflurano (Tabla 13). 
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Tabla 13. Parámetros hematológicos, bioquímicos y gasométricos # 
CTRL-Sevo CTRL-KD LPVP-Sevo LPVP-KD 
Hematíes (10x6/μL) 7,1 ± 0.8 9,1 ± 0,9 ** 6,4 ± 0,5 7,2 ± 0,7 
Hemoglobina (gr/dl) 14,6 ± 1,6 18,2 ± 1,5 *** 12,4 ± 0,6 δ 13,7 ± 0,9 
Hematocrito (%) 41,0 ± 4,2 51,7 ± 4,5 *** 35,5 ± 2,0 39,6 ± 2,5 
Volumen corpuscular 
medio (fL) 57,7 ± 1,3 56,7 ± 2,2 55,3 ± 2,1 55,1 ± 2,8 
Leucocitos (10x3/μL) 1,4 ± 0,6 3,3 ± 1,3 6,0 ± 3,3 4,8 ± 4,6 
Fórmula (%) 
 Polimorfonuclear
 Linfocitos
 Monocitos
 Eosinófilos
 Basófilos
9,7 (2,6-21,6) 
73,3 (48,0-80,4) 
17 (1,7-28,2) 
1,4 (0,2-1,9) 
0,2 (0-20,8) 
5,3 (2,0-17,4) 
90,3 (73,7-92,5) 
5,4 (1-10,3) 
0 (0-1,1) 
0,6 (0,2-4,6) 
8,4 (4,8-69,3) 
82,8 (25,5-94,3) 
5,7 (0,9-10,4) 
0,2 (0-1,1) 
0,4 (0-0,4) 
5,4 (0,9-12,5) 
76,8 (37,2-90,8) 
14 (6,7-59,9) 
 0,1(0-1,2) 
0,35 (0-0,7) 
Plaquetas (10x3/μL) 864 ± 98 929 ± 91 918 ± 136 916 ± 120 
Tiempo de protrombina 
(segundos) 11,5 ± 0,6 13,1 ± 2,2 12,1 ± 0,8 12 ± 2,1 
INR 1,06 ± 0,06 1,14 ± 0,16 1,11 ± 0,06 1,1 ± 0,19 
Fibrinógeno (mg/dL) 209 ± 26 200 ± 31 310 ± 32 ξ 327 ± 64 ξ 
Glucosa (mg/dL) 245 ± 54 288 ± 127 162 ± 22 ^ 164 ± 45 ^ 
ALT (U/L) 26 ± 3 34 ± 4 29 ± 9 44 ± 25 
AST (U/L) 62 ± 24 123 ± 33 δ 74 ± 32 119 ± 31 δ 
Bilirrubina total (mg/dL) 0,1 ± 0 0,08 ± 0,04 0,13 ± 0,05 0,11 ± 0,04 
FA (U/L) 146 ± 53 119 ± 19 66 ± 20 ξ 64 ± 17 ξ 
Albúmina (g/dL) 3,2 ± 0,2 3 ± 0,6 2,8 ± 0,3 2,9 ± 0,4 
LDH (U/L) 243 (142-671) 582 (208-840) 167 (113-436) 434 (306-884) 
Creatinina (mg/dL) 0,34 ± 0,11 ^ 0,57 ± 0,17 0,32 ± 0,1 ^ 0,49 ± 0,08 
Urea (mg/dL) 28 ± 3 30 ± 4 37 ± 13 37 ± 21 
Na (mmol/L) 137 ± 1 137 ± 1 142 ± 2 ξ 142 ± 3 ξ 
K (mmol/L) 5,5 ± 0,5 6,6 ± 1,2 4,9 ± 0,9 5,7 ± 1,6 
pH 7,47 ± 0,06 ^ 7,38 ± 0,02 7,46 ± 0,04 ^ 7,42 ± 0,07 
pCO2 (mm Hg) 35 ± 6 30 ± 13 40 ± 5 34 ± 7 
pO2 (mm Hg) 466 ± 28 θθ 84 ± 25 429 ± 45 θθ 79 ± 6 
HCO3 (mmol/L) 25 ± 2 16 ± 6 * 28 ± 2,4 22 ± 3,3 ϕ 
Lactato (mmol/L) 2 ± 0,7 θ 4 ± 2,1 2 ± 0,6 θ 4 ± 0,9 
Los valores se expresan como media ± SD o mediana (rango). 
# Se dispuso de analíticas en 5 ratas de cada grupo CTRL y en 6 de cada grupo de LPVP 
δ p< 0,05 comparado con el grupo CTRL-Sevo 
ξ p< 0,05 comparado con los grupos CTRL-Sevo y CTRL-KD 
^ p< 0,05 comparado con el grupo CTRL-KD 
ϕ p< 0,05 comparado con el grupo LPVP-Sevo 
θ p < 0,05; θθ p < 0,0001 comparado con los grupos CTRL-KD y LPVP-KD 
* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p < 0,001 comparado con el resto de grupos
Abreviaturas: ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; FA: fosfatasa 
alcalina; HCO3: bicarbonato; INR: international normalized ratio; K: potasio; LDH: lactato 
deshidrogenasa; Na: sodio; pCO2: presión parcial de dióxido de carbono; pO2; presión parcial de 
oxígeno. 
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Figura 12: Niveles en sangre de bicarbonato (A), AST (B) y lactato (C) en ratas 
normales (CTRL) y en ratas sometidas a ligadura parcial de la porta (LPVP) en función 
de la anestesia utilizada (sevoflurano (Sevo) y ketamina-Diazepam (KD)). Cada 
símbolo representa los valores individuales de cada rata y la línea horizontal la 
mediana de cada grupo. 
* = p<0,05; ** = p<0,01; **** = p<0,0001. 
Abreviaturas: HCO3: bicarbonato; AST: aspartato aminotransferasa; HTP: hipertensión 
portal. 
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Parámetros hemodinámicos sistémicos 
La frecuencia cardíaca fue mayor en los dos grupos anestesiados con 
Ketamina+Diazepam comparados con el grupo LPVP-Sevo y, casi alcanzando 
significación estadística, con el grupo CTRL-Sevo (p=0,051 vs. CTRL-KD y p= 0,09 vs. 
LPVP-KD) (Tabla 14 y Figura 11.B). La presión arterial media y la presión venosa central 
fueron similares en todos los grupos (Tabla 14). 
Medición de la presión portal 
El tipo de anestesia no pareció interferir en la medición de la presión portal ni en 
las ratas normales ni en las ratas con hipertensión portal inducida por la LPVP. Así, las 
ratas sometidas a una LPVP presentaron una presión portal más elevada que las ratas 
normales independientemente de la anestesia realizada (CTRL-Sevo: 5,5±2,0 mmHg vs. 
CTRL-KD: 5,8±0,7 mmHg vs. LPVP-Sevo: 12,8±2,2 mmHg vs. LPVP-KD: 12,2±2,3 mmHg, 
p < 0,0001) (Figura 13).  
Tabla 14. Parámetros cardio-respiratorios . 
CTRL-Sevo 
(n=8) 
CTRL-KD  
(n=11) a 
LPVP-Sevo  
(n=9) 
LPVP-KD  
(n=13) a 
FC (latidos/min) 357 ± 38 413 ± 44 321 ± 26 θ 401 ± 47 
PAM (mm Hg) 83,4 ± 10,8 87,0 ± 19,6 85,2 ± 4,2 96,5 ± 14,3 
PVC (mm Hg) 2,2 ± 2,4 0,2 ± 1,4 1,6 ± 1,7 1,9 ± 1,1 
Los valores se expresan como media ± SD. 
a Cuatro ratas del grupo CTRL-KD y 1 rata del grupo LPVP-KD fallecieron durante el estudio 
hemodinámico.* p < 0,01 comparado con los grupos CTRL-KD y LPVP-KD. 
ζ p< 0,05 comparado con el grupo K+D 
Abreviaturas: PAM: presión arterial media; PP: presión portal; PVC: presión venosa central; FC: 
frecuencia cardiaca al final del experimento; FR: frecuencia respiratoria al final del experimento; 
PC: peso corporal el día del estudio hemodinámico 
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Figura 13: Presión portal en ratas normales (CTRL) y en ratas sometidas a ligadura 
parcial de la vena porta (LPVP) medida bajo anestesia con sevoflurano (Sevo) o 
con la combinación Ketamina+Diazepam (KD). Cada símbolo representa los valores 
individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada grupo. 
**** = p<0,0001. 
Abreviaturas: HTP: Hipertensión portal.
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9.2. OBJETIVO II: Determinar los efectos de la enoxaparina, incluyendo la 
evaluación de distintas dosis, sobre la fibrosis hepática, la hipertensión 
portal y la disfunción endotelial, utilizando 3 modelos experimentales 
de cirrosis hepática. 
El objetivo central del presente trabajo de Tesis Doctoral fue evaluar la utilidad 
terapéutica de la anticoagulación con enoxaparina, una heparina de bajo peso 
molecular, para influir la historia natural de la cirrosis hepática y sus complicaciones. 
En base a los resultados previos del OBJETIVO I, para evaluar el efecto de la 
enoxaparina elegimos el protocolo de inducción de cirrosis hepática por 
administración oral de CCl4 dos veces por semana por su mayor reproducibilidad, y 
para realizar las mediciones hemodinámicas elegimos el régimen anestésico con 
sevoflurano por su mayor estabilidad. Los efectos de la enoxaparina los evaluamos 
además en ratas con cirrosis hepática inducida por la ligadura del colédoco y en ratas 
con cirrosis inducida por la administración de CCl4 inhalado. 
9.2.1. Objetivo II.A: Evaluación de los efectos de la enoxaparina en 
ratas con cirrosis hepática inducida por la administración oral de 
CCl4 y en ratas con cirrosis hepática inducida por la ligadura del 
colédoco. 
Los experimentos del Objetivo II.A incluyeron la evaluación de dos dosis distintas 
de enoxaparina (40 UI/Kg/24h sc y 180 UI/Kg/24h sc) en ratas con cirrosis hepática 
inducida por la administración de CCl4 oral, y de la dosis alta de enoxaparina (180 
UI/Kg/24h sc) en ratas con cirrosis biliar inducida por la LC. 
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Mortalidad 
En el modelo de cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 oral, 
ninguna de las ratas de los grupos controles (grupos Veh) falleció a lo largo del estudio, 
independientemente de recibir o no tratamiento con enoxaparina. La administración 
de CCl4 sí se acompañó de una mortalidad considerable, que fue del 17%, 30% y 71%, 
respectivamente, en los grupos CCl4-Sal, CCl4-Enox40, y CCl4-Enox180. Sólo el grupo 
CCl4-Enox180 presentó una mortalidad significativamente superior al resto (p=0,0014 
vs. Veh-Sal, Veh-Enox40 y Veh-Enox180, y p=0,04 vs. CCl4-Sal y CCl4-Enox180). Debido 
a su elevada mortalidad y al escaso número de ratas supervivientes (n=2) al final del 
estudio, el grupo CCl4-Enox180 fue excluido del resto de análisis. 
En el modelo de cirrosis hepática inducida por la LC, 3 ratas del grupo LC-Sal y 1 
del LC-Enox180 fallecieron como consecuencia de complicaciones quirúrgicas en la 
primera semana tras la realización de la LC, por lo que no se incluyeron en el análisis 
del efecto de la enoxaparina sobre la supervivencia. Posteriormente, tan sólo 1 rata 
perteneciente al grupo LC-Enox180 falleció prematuramente por disfunción hepática 
avanzada en la semana 4. Por tanto, la mortalidad en este modelo fue prácticamente 
nula y no hubo diferencias significativas entre grupos (p=0,58) que sugiriesen 
influencia alguna del tratamiento con enoxaparina. 
 
Ganancia de peso corporal 
En el modelo de administración oral de CCl4, la inducción de cirrosis se acompañó 
de una tendencia a presentar un menor peso corporal a la finalización del estudio 
(Veh-Sal: 495±50 gr vs. Veh-Enox40: 527±40 gr vs. CCl4-Sal: 477±70 gr vs. CCl4-
Enox40: 427±52 gr), pero sólo existieron diferencias significativas entre los grupos 
Veh-Enox40 y CCl4-Enox40 (p=0,024). 
En el modelo de cirrosis biliar, las ratas con LC, independientemente de recibir o 
no tratamiento con enoxaparina, presentaron un peso corporal marcadamente inferior 
a la finalización del estudio en comparación con las ratas con cirugía “sham” (Sham-
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Sal: 471±36 gr vs. Sham-Enox180: 461±21 gr vs. LC-Sal: 361±45 gr vs. LC-Enox180: 
350±33, p< 0,0001 grupos LC vs. grupos Sham). 
 
Parámetros hematológicos y bioquímicos 
Los valores analíticos sanguíneos de cada grupo en los dos modelos 
experimentales están resumidos en la Tabla 15. En el modelo de cirrosis por CCl4, los 
dos grupos de ratas que recibieron CCl4 (CCl4-Sal y CCl4-Enox40) presentaron valores 
elevados de AST (p<0,001), ALT (p<0,01),  FA (p<0,01), e INR (p<0,05) así como cifras 
bajas de plaquetas (p<0,05), glucosa (p<0,05), proteínas totales (p<0,01) y albúmina 
(p<0,0001) comparado con los grupos de ratas control, pero no se observaron 
diferencias en estos parámetros entre aquellas que recibían salino y las que recibían 
enoxaparina. Sólo el grupo CCl4-Enox40 desarrolló una disminución significativa de 
fibrinógeno (p< 0,01) y elevaciones significativas de la bilirrubina (p< 0,01) y de kalemia 
(p< 0,05) comparado con los grupos controles, aunque el grupo CCl4-Sal presentó una 
tendencia en el mismo sentido. No se observaron diferencias en otros parámetros 
gasométricos, de equilibrio ácido-base, de función renal o de electrolitos entre 
ninguno de los grupos. 
En el modelo de cirrosis biliar se evaluó un menor número de parámetros. Sólo el 
grupo de ratas LC-Sal presentó elevaciones significativas de la bilirrubina (p< 0,01) y 
del INR (p< 0,05) en comparación con los grupos de ratas con cirugía “sham” (Sham-Sal 
y Sham-Enox180); aunque estos parámetros también presentaron una clara tendencia 
a elevarse en el grupo LC-Enox180 respecto a los grupos Sham, dichos cambios no 
alcanzaron significación estadística (bilirrubina, p=0,06 (vs. Sham-Sal) y p=0,08 (vs. 
Sham-Enox18); INR, p=0,33 (vs. Sham-Sal) y p=0,15 (vs. Sham-Enox18)). De manera 
similar, los grupos de ratas con LC presentaron valores de AST elevados comparados 
con los grupos de ratas Sham, pero dicha elevación sólo alcanzó significación 
estadística en el grupo LC-Enox180 (p< 0,05). En cualquier caso, no hubo diferencias 
entre los grupos LC-Sal y LC-Enox180 en ninguno de los parámetros explorados. 
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Tabla 15. Parámetros hematológicos y bioquímicos. 
Modelo de cirrosis por CCl4 Modelo de cirrosis por LC 
Veh- 
Sal 
Veh-
Enox40 
CCl4- 
Sal 
CCl4- 
Enox40 
Sham- 
Sal 
Sham-
Enox180 
LC- 
Sal 
LC- 
Enox180 
Hemoglobina 
(gr/dl) 13,9 ± 0,5 14,3 ± 0,4 13,2 ± 0,8 13,2 ± 1,6 
Leucocitos 
(10x3/μL) 
1,3 (0,8-
1,6) 1,2 (1-1,5) 7,2 (2,6-15.8) 
6,6 (5,3-
15,1) 
Plaquetas 
(10x3/μL) 840 ± 67 925 ± 64 542 ± 246 
ζ 421 ± 257 ** 
INR 1,14 ± 0,09 1,13 ± 0,08 1,41 ± 0,19 * 
1,48 ± 0,18
** 0,97 ± 0,06 0,92 ± 0,04 
1,6 ± 
0,52 δ 1,47 ± 0,48
Fibrinógeno 
(mg/dL) 204 ± 25 201 ± 24 141 ± 61 
103 ± 41 
** 
Glucosa 
(mg/dL) 178 ± 33 215 ± 20 130 ± 32 * 
115 ± 24 
** 
ALT (U/L) 36 ± 10 26 ± 4 73 ± 20 ** 93 ± 19 **** 27 ± 10 36 ± 6 28 ± 11 43 ± 14 
AST (U/L) 66 ± 23 51 ± 13 213 ± 68 *** 279 ± 42 **** 48 ± 9 68 ± 5 
214 ± 
66 262 ± 121 
θ 
Bilirrubina 
(mg/dL) 0,1 ± 0 0,1 ± 0 0,6 ± 0,5 
1,1 ± 0,3 
** 
0,3 (0,2-
1,2) 
0,5 (0,1-
0,5) 
4,8 
(3,2-
5,8) θθ 
3,2 (1,2-
4,8) 
FA (U/L) 66 ± 13 61 ± 8 227 ± 100 ** 242 ± 51 *** 192 ± 107 237 ± 39 
211 ± 
78 335 ± 98 
Albúmina 
(g/dL) 3,6 ± 0,1 3,5 ± 0,2 2,3 ± 0,5 **** 
2,2 ± 0,2
**** 
Proteínas 
totales (g/dL) 5,3 ± 0,1 5,4 ± 0,2 4,2 ± 0,6 *** 
4,2 ± 0,4 
** 
Creatinina 
(mg/dL) 
0,27 ± 
0,05 0,26 ± 0,04 0,26 ± 0,12 0,24 ± 0,06 
Urea mg/dL) 23 ± 3 20 ± 5 21 ± 3 24 ± 3
Na (mmol/L) 140 ± 2 140 ± 2 139 ± 2 141 ± 3
K (mmol/L) 4,1 ± 0,3 4,1 ± 0,2 4,5 ± 0,3 5,2 ± 1 *
Los valores se expresan como media ± SD o mediana (rango).
* p< 0,05; ** p< 0,01, *** p< 0,001; **** p< 0,0001 comparado
con los grupos Veh.  
ζ p< 0,05 comparado con Veh-Enox40. 
θ p< 0,05 comparado con grupos Veh y CCl4-Sal 
θ p < 0,05 comparado con grupos Sham
θθ p< 0,01 comparado con grupos Sham 
δ p< 0,05 comparado con grupo Sham-Enox180 
Abreviaturas: ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; FA: fosfatasa alcalina; HCO3: bicarbonato; 
INR: international normalized ratio; K: potasio; LDH: lactato deshidrogenasa; Na: sodio. 
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Desarrollo de fibrosis hepática 
Tanto el modelo de administración de CCl4 (Figura 14 y 15) como el de LC (Figuras 
16 y 17) resultaron de forma consistente el desarrollo de cirrosis hepática, mientras 
que la arquitectura hepática estuvo completamente preservada en todas las ratas de 
los respectivos grupos control. 
El área de fibrosis hepática, cuantificada en secciones de tejido hepático teñidas 
con rojo Sirio, fue mayor en las ratas con cirrosis en comparación con sus respectivos 
controles tanto en el modelo de cirrosis inducida por administración de CCl4 (Veh-Sal: 
0,55±0,22 % vs. Veh-Enox40: 0,63±0,14 % vs. CCl4-Sal: 14,3±4,19 % vs. CCl4-Enox40: 
16,26±4,55 %, Figura 14.A y 15), como en el modelo de cirrosis inducida por LC (Sham-
Sal: 0,25±0,08 % vs. Sham-Enox180: 0,38±0,30 % vs. LC-Sal: 9,2±4,48 % vs. LC-
Enox180: 11,25±5,70 %, Figura 16.A y Enox-17). El tratamiento con enoxaparina no 
indujo ningún cambio perceptible en la extensión de la fibrosis evaluada por rojo Sirio 
ni en los grupos controles ni en los grupos de ratas con cirrosis inducida por CCl4 o por 
la LC. En el modelo de cirrosis por CCl4, la extensión de la fibrosis fue evaluada 
también con la tinción tricrómica de Masson. Los resultados fueron similares a los del 
rojo Sirio salvo porque, en este caso, el tratamiento con enoxaparina se asoció además 
a un aumento significativo del área de fibrosis en ratas con cirrosis (Veh-Sal: 0,03±0,03 
% vs. Veh-Enox40: 0,09±0,04 % vs. CCl4-Sal: 2,73±1,23 % vs. CCl4-Enox40: 4,94±2,3 %, 
ver Figura 14.B). 
El modelo de cirrosis inducida por CCl4 y el modelo de cirrosis inducida por la LC 
resultaron en cambios contrapuestos en la masa hepática, con el desarrollo de atrofia 
hepática en el primero y de hipertrofia hepática en el segundo. Así, la relación “peso 
del hígado/peso corporal” fue menor en los grupos de ratas que recibieron CCl4 que 
en sus correspondientes controles (Veh-Sal: 3,5±0,3 vs. Veh-Enox40: 3,4±0,3 vs. CCl4-
Sal: 2,5±0,8 vs. CCl4-Enox40: 2,1±0,5, ver Figura 14.C) y, al contrario, fue mayor en los 
grupos de ratas con cirrosis inducida por la LC que en sus correspondientes controles 
“sham” (Sham-Sal: 3,6±0,2 vs. Sham-Enox180: 3,9±0,4 vs. LC-Sal: 7,6±0,6 vs. LC-
Enox180: 6,4±1,4, ver Figura 16.B). Al igual que en el caso de la fibrosis, el tratamiento 
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con enoxaparina no tuvo influencia alguna en este parámetro ni en las ratas controles 
ni en las ratas con cirrosis en ninguno de los dos modelos experimentales utilizados. 
Para evaluar más finamente posibles efectos del tratamiento con enoxaparina en 
el desarrollo de fibrosis, analizamos la expresión en el hígado de los genes Col1a1 
(colágeno tipo-1), Acta2 (alpha-smooth muscle actin) y Timp1 (tissue inhibitor of 
metalloproteinases-1), todos ellos genes involucrados en el desarrollo de fibrosis. En 
todos los casos, el tratamiento con enoxaparina no tuvo influencia alguna sobre la 
expresión basal de estos genes evaluada en las ratas controles ni tampoco sobre la 
inducción de los mismos observada en ratas con cirrosis tanto en el modelo 
experimental de administración de CCl4 oral (Figura 18.A,C,E) como en el modelo de 
cirrosis biliar inducida por LC (Figura 18.B,D,F). 
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Figura 14: Cuantificación del área de fibrosis (%) en secciones de hígado teñidas 
con la tinción de rojo Sirio (A) y o con tricrómico de Masson (B), y grado de atrofia 
hepática (C) en el modelo de cirrosis hepática inducida por la administración oral 
de CCl4. Cada símbolo representa los valores individuales de cada rata y la línea 
horizontal la mediana de cada grupo.  
Abreviaturas: PC: peso corporal; VEH: vehículo (agua); CCl4: tetracloruro de 
carbono;  Enox40: enoxaparina 40 UI/kg/24h.  
* = p<0,05; ** = p<0,01; **** = p<0,0001.  
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 Figura 15. Secciones hepáticas teñidas con rojo Sirio para evaluar la fibrosis en ratas 
de los grupos control (H2O una vez por semana) tratadas con salino (A) o con 40 
UI/kg/24h de enoxaparina (B), y en ratas con cirrosis inducida por la administración 
de tetracloruro de carbono tratadas con salino (C) o con enoxaparina 40 UI/kg/24h 
(D) (10x). A y B: hígados con preservación de arquitectura hepática; C y D: Cirrosis 
hepática establecida, con nódulos separados por tabiques fibrosos, sin existir 
diferencias en el grado de fibrosis entre los dos grupos. 
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Figura 16: Cuantificación del área de fibrosis (%) en secciones de hígado teñidas con la 
tinción de rojo Sirio (A) y grado de atrofia hepática (B) en ratas con cirrosis biliar 
inducida por la ligadura del colédoco (LC). Cada símbolo representa los valores 
individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada grupo.  
Abreviaturas: PC: peso corporal;  Enox180: enoxaparina 180 UI/kg/24h.  
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Figura 17. Secciones hepáticas teñidas con rojo Sirio para evaluar el área de fibrosis 
en ratas de los grupos sham tratadas con salino (A) o con 180 UI/kg/24h de 
enoxaparina (B), y en ratas con cirrosis inducida por la ligadura del colédoco tratadas 
con salino (C) o con enoxaparina 180 UI/kg/24h (D) (10x). A y B: hígados con 
preservación de arquitectura hepática; C y D: Proliferación colangiolar marcada con 
expansión fibrosa portal, sin existir diferencias en el grado de fibrosis entre los dos 
grupos. 
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Figura 18. Expresión de RNAm de los genes Col1α1 (colágeno tipo 1), Acta 2 (alpha-smooth 
muscle actin) y Timp-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases-1) en tejido hepático procedente 
de ratas de los grupos control (Veh) y cirrótico (CCl4) tratadas con salino o con 40 UI/kg/24h de 
enoxaparina en el modelo experimental de CCl4 oral (A, C, E),  y de ratas de los grupos control 
(Sham) y cirrótico (LC) tratadas con 180 UI/kg/24h de enoxaparina en el modelo de cirrosis biliar 
inducida por ligadura del colédoco (LC) (B, D, F)). Cada símbolo representa los valores 
individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada grupo.  
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.  
Abreviaturas: Veh: vehículo; CCl4: tetracloruro de carbono;  Enox180: enoxaparina 180 UI/kg/24h. 
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Parámetros cardio-respiratorios 
Ni el desarrollo de cirrosis ni el tratamiento con enoxaparina tuvieron una 
influencia importante en parámetros cardio-respiratorios como la frecuencia cardíaca, 
la presión arterial media o la frecuencia respiratoria en ninguno de los 2 modelos 
experimentales, si bien existió una tendencia no significativa de los grupos de ratas con 
cirrosis a presentar valores menores de presión arterial media (ver Tabla 16). 
 
Tabla 16. Parámetros cardio-respiratorios.  
 Modelo de cirrosis por CCl4 # Modelo de cirrosis por LC # 
Veh- 
Sal 
Veh-
Enox40 
CCl4- 
Sal 
CCl4- 
Enox40 
Sham- 
Sal 
Sham-
Enox180 
LC- 
Sal 
LC- 
Enox180 
FC (lpm) 315±30 315±17 317±36 277±22 311±20 337±16 311±14 312±51 
PAM  
(mm Hg) 98,3±18,6 101,6±12,5 88,5±8,8 84,1±10,4 81,4±4,3 88±18,3 77±14,5 65,6±19,5 
FR (rpm)  58±9 45±7 53±7 55±9 56±14 49±5 51±11 41±11 
Los valores se expresan como media ± SD o mediana (rango). 
# No se disponen de datos hemodinámicos en 3 ratas de cada grupo tratado con CCl4, en 4 del grupo LC-
Enox180, y en 3 del grupo Sham-Enox180, debido a un error técnico. 
Abreviaturas: FC: frecuencia cardiaca, FR: frecuencia respiratoria, lpm: latidos por minuto, rpm: respiraciones 
por minuto. 
 
 
Desarrollo de hipertensión portal y ascitis 
En el modelo de cirrosis inducida por administración de CCl4, todas las ratas que 
recibieron CCl4 desarrollaron importantes elevaciones de la presión portal evaluada 
por medición directa en la vena ileo-cólica (Veh-Sal: 6,0±1,4 mmHg vs. Veh-Enox40: 
6,4±1,4 mmHg vs. CCl4-Sal: 14,5±2,7 mmHg vs. CCl4-Enox40: 13,6±2,9 mmHg, Figura 
19.A) así como una importante esplenomegalia, evaluada por la relación “peso del 
bazo/peso corporal” (Veh-Sal: 0,17±0,02 vs. Veh-Enox40: 0,16±0,02 vs. CCl4-Sal: 
0,4±0,1 vs. CCl4-Enox40: 0,46±0,1, Figura 19.B). La administración de enoxaparina no 
tuvo influencia alguna en ninguno de estos parámetros (Figura 19.A,B). En 
consonancia con estos resultados, la enoxaparina tampoco redujo el porcentaje de 
ratas que desarrollaron ascitis (Veh-Sal: 0% vs. Veh-Enox40: 0% vs. CCl4-Sal: 80% vs. 
CCl4-Enox40: 100%, p< 0,01 grupos CCl4 vs. grupos Veh). 
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Figura 19: Presión portal (A) y ratio “peso del bazo/peso corporal” (B) en ratas con 
cirrosis hepática inducida por la administración oral de tetracloruro de carbono (CCl4). 
Cada símbolo representa los valores individuales de cada rata y la línea horizontal la 
mediana de cada grupo. 
*** = p<0,001; **** = p<0,0001.  
Abreviaturas: PC: peso corporal; VEH: vehículo; Enox40: enoxaparina 40 UI/kg/24h. 
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El modelo de cirrosis inducida por la LC mostró alteraciones similares, con una 
consistente ausencia de efecto beneficioso del tratamiento con enoxaparina sobre la 
elevación de la presión portal (Sham-Sal: 5,3±0,9 mmHg vs. Sham-Enox180: 7,7±0,8 
mmHg vs. LC-Sal: 12,0±2,2 mmHg vs. LC-Enox180: 15,3±1,6 mmHg, Figura 20.A) y 
sobre el desarrollo de esplenomegalia (Sham-Sal: 0,2±0,01 vs. Sham-Enox180: 
0,18±0,02 vs. LC-Sal: 0,74±0,05 vs. LC-Enox180: 0,72±0,22, Figura 20.B) observados en 
los grupos de ratas con LC. Por el contrario, la elevación de la presión portal incluso fue 
mayor en las ratas con LC tratadas con enoxaparina que en las tratadas con salino (p= 
0,02, Figura 20.A). El porcentaje de ratas que desarrollaron ascitis, aunque menor que 
en el modelo de administración de CCl4, tampoco fue influido por la administración de 
enoxaparina (Sham-Sal: 0% vs. Sham-Enox180: 0% vs. LC-Sal: 14,3% vs. LC-Enox180: 
22,2%, p< 0,01 grupos LC vs. grupos Sham). 
 
Translocación bacteriana y respuesta inflamatoria sistémica 
El tratamiento con enoxaparina no redujo la incidencia de peritonitis bacteriana 
espontánea ni afectó la respuesta inflamatoria sistémica, evaluada por los niveles 
circulantes de IL-6, en ninguno de los modelos experimentales estudiados. 
Entre las ratas que desarrollaron ascitis en el modelo de administración oral de 
CCl4, la frecuencia de cultivos positivos del líquido ascítico fue similar en el grupo CCl4-
Sal que en el grupo CCl4-Enox40: 2 de 7 (28,6%) vs. 4 de 8 (50%), p= 0,61 (test exacto 
de Fisher). Ambos grupos presentaron también niveles similares de IL-6 circulante 
(CCl4-Sal: 349±138 pg/mL vs. CCl4-Enox40: 248±66 pg/mL, p= 0,89; Prueba U de 
Mann-Whitney). 
Entre las ratas que desarrollaron ascitis en el modelo de cirrosis hepática inducida 
por LC, la frecuencia de cultivos positivos del líquido ascítico fue algo menor que en el 
modelo por CCl4, pero también similar entre el grupo LC-Sal y el grupo LC-Enox180: 1 
de 6 (16,7%) vs. 2 de 7 (28,6%), p= 1,0 (test exacto de Fisher). Los niveles de IL-6 
circulantes también fueron similares en estos grupos, independientemente del 
tratamiento con enoxaparina (LC-Sal: 278±103 pg/mL vs. LC-Enox180: 370±168 pg/mL, 
p= 0,94; Prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 20: Presión portal (A) y ratio “peso del bazo/peso corporal” (B) en ratas con 
cirrosis biliar inducida por la ligadura del colédoco (LC). Cada símbolo representa los 
valores individuales de cada rata y la línea horizontal la mediana de cada grupo. 
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001.
Abreviaturas: PC: peso corporal; VEH: vehículo; Enox180: enoxaparina 180 UI/kg/24h. 
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9.2.2. Objetivo II.B: Evaluación de los efectos de la enoxaparina sobre la 
disfunción endotelial evaluada en estudios de perfusión hepática 
bivascular ex-vivo en ratas con cirrosis hepática inducida por 
inhalación de CCl4. 
 
Efectos de la enoxaparina sobre la modulación del tono vascular del lecho portal 
En un primer experimento, evaluamos la vasodilatación del lecho vascular portal 
en respuesta a la perfusión de los hígados con dosis crecientes de acetilcolina (evalúa 
vasodilatación por NO dependiente del endotelio) o de SNAP (evalúa vasodilatación 
por NO independiente del endotelio) en ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 
inhalado. El tratamiento con enoxaparina no influyó en la disfunción del lecho vascular 
portal, ya que tanto las ratas del grupo CCl4-Sal como las del CCl4-Enox40 presentaron 
la falta de respuesta vasodilatadora característica de la cirrosis, ilustrada por la falta de 
caída de la resistencia vascular portal y sinusoidal ante la exposición a acetilcolina 
(Figura 21.A,B) y por la discreta caída de ambas ante la exposición a SNAP (Figura 
21.C,D). Los cambios absolutos tanto en la resistencia vascular portal como en la 
resistencia sinusoidal no fueron diferentes entre los grupos. 
Dados estos resultados iniciales, realizamos experimentos adicionales con una 
dosis más alta de enoxaparina (180 UI/Kg/24 h) administrada desde el comienzo de la 
exposición al CCl4 en lugar de a las 8 semanas con el objetivo de maximizar la 
posibilidad de detectar efectos de la enoxaparina. En estos experimentos, y al 
contrario de lo esperado, el tratamiento con enoxaparina empeoró la respuesta 
vasodilatadora del lecho vascular portal, asociándose a unos valores más elevados de 
la resistencia vascular portal y de la resistencia sinusoidal en los experimentos con 
acetilcolina (Figura 22.A,B) y, de forma más evidente, en los experimentos con SNAP 
(Figura 22.C,D). Al igual que en el primer experimento, los cambios absolutos de la 
resistencia vascular portal y de la resistencia sinusoidal fueron similares en las ratas 
con y sin tratamiento con enoxaparina. 
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Figura 21. Curvas de dosis-respuesta de la resistencia venosa portal (A y C) y de la resistencia 
sinusoidal (B y D) en respuesta a la administración de acetilcolina (ACH, vasodilatación 
dependiente del endotelio) y SNAP (vasodilatación independiente del endotelio) en ratas con 
cirrosis inducida por la administración de tetracloruro de carbono (CCl4) tratadas con 
enoxaparina (CCl4-Enox40, círculos con relleno) o salino (CCl4-Sal, círculos sin relleno) a partir 
de la octava semana de administración de CCl4 inhalado. Cada círculo con sus barras representa 
la media y desviación estándar de cada grupo a distintas dosis de acetilcolina y SNAP. 
Abreviaturas: SNAP: S-Nitroso-N-Acetilpenicilamina); M: molar; Enox40: enoxaparina 40 
UI/kg/24h. 
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Figura 22. Curvas de dosis-respuesta de la resistencia venosa portal (A y C) y de la resistencia 
sinusoidal (B y D) en respuesta a dosis progresivas de acetilcolina (ACH, vasodilatación 
dependiente del endotelio) y SNAP (vasodilatación independiente del endotelio) en ratas con 
cirrosis inducida por la administración de tetracloruro de carbono (CCl4) tratadas con 
enoxaparina (CCl4-Enox180, círculos con relleno) o salino (CCl4-Sal, círculos sin relleno) desde el 
inicio de la administración de CCl4 inhalado. Cada círculo con sus barras representa la media y 
desviación estándar de cada grupo a distintas dosis de acetilcolina y SNAP. 
Abreviaturas: SNAP: S-Nitroso-N-Acetilpenicilamina); M: molar; Enox180: enoxaparina 180 
UI/kg/24 h. 
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Efectos de la enoxaparina sobre la modulación del tono vascular de la arteria 
hepática 
Los experimentos de perfusión bi-vascular de hígado aislado ex-vivo permitieron 
también el estudio detallado de posibles efectos de la enoxaparina sobre las 
alteraciones de la reactividad de la arteria hepática características de la cirrosis. Para 
ello, evaluamos la respuesta vasoconstrictora de la arteria hepática durante la 
administración de dosis crecientes de un vasoconstrictor (la metoxamina) en ausencia 
o presencia de un inhibidor de la síntesis de óxido nítrico (el L-NMMA). 
En los experimentos realizados en ratas con administración de enoxaparina a dosis 
bajas (40 UI/Kg/24 h) desde la semana 8 tras el inicio de la exposición a CCl4, la 
perfusión con dosis crecientes de metoxamina en ausencia de L-NMMA indujo una 
elevación de la resistencia de la arteria hepática que fue similar en todas las ratas, 
independientemente de la administración o no de enoxaparina (Figura 23.A). Más aún, 
la administración de enoxaparina tampoco tuvo ninguna influencia ni en la elevación 
de la resistencia arterial hepática inducida por la exposición a L-NMMA ni en las curvas 
de respuesta de dicho parámetro a dosis crecientes de metoxamina en presencia de L-
NMMA (p= 0,16, Figura 23.A). 
En los experimentos realizados en ratas con administración de enoxaparina a dosis 
altas (180 UI/Kg/24 h) desde el inicio de la exposición a CCl4, la perfusión con dosis 
crecientes de metoxamina en ausencia de L-NMMA indujo una elevación de la 
resistencia arterial hepática que fue mayor en las ratas tratadas con enoxaparina que 
en aquellas tratadas con salino (p= 0,025, Figura 23.B). En presencia de L-NMMA, sin 
embargo, la exposición a dosis crecientes de metoxamina indujo elevaciones de la 
resistencia arterial hepática que fueron similares independientemente de la 
administración o no de enoxaparina (p= 0,67, Figura 23.B). 
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Figura 23. Curvas de dosis-respuesta de la resistencia arterial hepática en respuesta a la 
administración de dosis crecientes de metoxamina (agonista α1) en presencia (cuadrados) o 
ausencia (círculos) de L-NMMA (inhibidor de la producción de óxido nítrico) en ratas con cirrosis 
inducida por la administración de tetracloruro de carbono (CCl4) tratadas con enoxaparina 
(CCl4-Enox180, símbolos con relleno) o salino (CCl4-Sal, símbolos sin relleno) a partir de la 
octava semana de administración de CCl4 inhalado (A) o desde el inicio de su administración (B). 
Cada símbolo con sus barras representa la media y desviación estándar de cada grupo a distintas 
dosis de metoxamina. 
Abreviaturas: L-NMMA: NG-monometil-L-arginina; M: molar; Enox40: enoxaparina 40 UI/kg/24h; 
Enox180: enoxaparina 180 UI/kg/24h. 
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Estudios clínicos y experimentales recientes sugieren que el tratamiento con 
heparinas de bajo peso molecular, principalmente con enoxaparina, puede ser una 
opción terapéutica valiosa en pacientes con enfermedad hepática para reducir la 
progresión de la fibrosis hepática, la hipertensión portal y sus complicaciones clínicas 
asociadas. En el presente trabajo, utilizamos una variedad de modelos experimentales 
de cirrosis hepática y de protocolos de administración de enoxaparina (tanto 
diferentes dosis como duración) con el fin de evaluar exhaustivamente si el 
tratamiento a largo plazo con enoxaparina en la enfermedad hepática avanzada es 
capaz de atenuar la progresión de la fibrosis hepática y de reducir la hipertensión 
portal y sus complicaciones. Desgraciadamente, no observamos efecto beneficioso 
alguno de la enoxaparina sobre la fibrosis hepática o la presión portal en ninguno de 
los modelos experimentales examinados. Asimismo, tampoco observamos ningún 
efecto beneficioso de la enoxaparina sobre la disfunción endotelial o sobre las 
alteraciones de la circulación microvascular intrahepática portal o arterial, evaluadas 
en experimentos ex-vivo de perfusión hepática bi-vascular. Además, en los estudios 
preliminares caracterizamos y optimizamos tanto un nuevo modelo experimental de 
cirrosis hepática inducida por la administración intragástrica de CCl4 dos veces por 
semana como un régimen anestésico con sevoflurano inhalado para la realización de 
mediciones hemodinámicas en ratas normales o con hipertensión portal. 
 
Así, siguiendo los OBJETIVOS enunciados en la página 51, las tres preguntas 
centrales respondidas por nuestro trabajo son las siguientes: 
 
I. ¿ES POSIBLE MEJORAR LA REPRODUCIBILIDAD DEL MODELO DE CIRROSIS 
HEPÁTICA INDUCIDA POR LA ADMINISTRACIÓN ORAL DE CCL4? 
  
La utilización de un modelo experimental que sea lo más reproducible posible es 
una parte crucial de cualquier diseño experimental, particularmente si se persigue 
evaluar los efectos de una manipulación específica terapéutica o no terapéutica. 
Además de su reproducibilidad y especificidad, la elección de un determinado modelo 
animal debe tener en cuenta otras consideraciones más específicas como la especie o 
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el aspecto fisiopatológico concreto que se quiere investigar (Tablas 2 y 3), ya que el 
número de especies comúnmente utilizadas es limitado y ningún modelo reproduce 
todas las facetas de la enfermedad en humanos (93, 95). 
El CCl4 es la hepatotoxina más utilizada para inducir cirrosis hepática en el animal 
experimental, y la administración repetida de CCl4 es uno de los modelos 
experimentales más empleados para estudiar la patogénesis de la fibrosis y cirrosis 
hepática y de la hipertensión portal (93, 101, 102, 107, 108, 121). El modelo de cirrosis 
hepática inducida por CCl4 tiene considerables ventajas, ya que es un modelo poco 
costoso y fácilmente realizable. El CCl4 tiene además mínimos efectos tóxicos extra-
hepáticos, y se ha utilizado con éxito en varias especies (ratas, ratones, conejos). En 
comparación con el resto de modelos experimentales de cirrosis, la administración de 
CCl4 tiene además la importante característica de que las alteraciones hepáticas 
arquitecturales y hemodinámicas que produce son tremendamente similares a las 
observadas en la cirrosis hepática en humanos. Es esta última cualidad la que hace de 
la administración de CCl4 el modelo de cirrosis preferido para muchos investigadores. 
A pesar de sus innegables ventajas, el modelo de cirrosis inducido por CCl4 dista de 
ser un modelo ideal. La duodécima edición del informe sobre carcinógenos incluyó al 
CCl4 como probable carcinógeno en base a la evidencia procedente de estudios de 
experimentación animal (119). Así, es importante y necesario que el personal 
investigador use medidas de protección durante la manipulación del CCl4 o de los 
animales para evitar no solo su toxicidad hepática, sino también su potencial 
carcinogenicidad (Tabla 5) (141). Otros inconvenientes de los protocolos de 
administración del CCl4 actuales son la larga duración requerida para desarrollar ascitis 
y la alta mortalidad. La principal desventaja de los modelos de cirrosis hepática 
inducidos por CCl4, sin embargo, radica en la diferente sensibilidad individual de cada 
rata al daño inducido por el CCl4 (93, 142), lo cual resulta en una baja reproducibilidad 
tanto en el desarrollo de fibrosis hepática como de hipertensión portal o ascitis, 
incluso en un mismo centro o grupo investigador. Dado que nuestra intención era 
evaluar el efecto de la enoxaparina en estos parámetros, consideramos que era 
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importante tratar de optimizar la reproducibilidad de este modelo antes de realizar 
nuestro estudio. 
 
Desde la descripción de las propiedades hepatotóxicas del CCl4, son varias las 
modificaciones e intentos que se han realizado para aumentar la reproducibilidad del 
modelo y tratar de obtener grupos homogéneos de ratas con cirrosis, como por 
ejemplo la utilización de fenobarbital y otros inductores del CYP2E1 para potenciar la 
toxicidad del CCl4. En 1982, Proctor y Chatamra propusieron otra solución que 
consistía en individualizar la dosis en función de la ganancia o pérdida de peso corporal 
producida tras la administración de la dosis de CCl4 previa. Utilizando dicho protocolo, 
el 74 % de las ratas desarrollaron ascitis tras 8-10 semanas de administración 
orogástrica de CCl4 con una periodicidad semanal (124). Sin embargo, su estudio no 
comunicó la mortalidad asociada ni las variaciones en el peso corporal para ajustar la 
dosis del CCl4. Desde entonces, se han diseñado varias modificaciones de este 
protocolo y otros nuevos protocolos utilizando CCl4 por vía orogástrica con resultados 
variables en términos de tiempo necesario para el desarrollo de ascitis o de mortalidad 
asociada (Tabla 6). 
 
Uno de los protocolos de inducción de cirrosis hepática por CCl4 más utilizado en la 
actualidad es el diseñado por Runyon et al, basado en la administración semanal 
orogástrica de CCl4 con ajuste de dosis en función de la variación de peso corporal, y 
que consigue que la mayor parte de las ratas desarrollen una cirrosis hepática 
descompensada. Los mayores inconveniente del protocolo de Runyon et al son su 
elevada mortalidad (30-58%) y su larga y variable duración, ya que generalmente se 
requieren entre 10 y 20 semanas hasta el desarrollo de ascitis (148-153). Más 
recientemente, Regimbeau et al diseñaron dos protocolos de inducción de cirrosis 
hepática en los que la administración de CCl4 por vía orogástrica se realizaba cada 4 
días durante 6 semanas (“protocolo rápido”) o cada 6 días durante 9 semanas 
(“protocolo lento”), con un ajuste de dosis específico también en función de los 
cambios en el peso corporal. Con el “protocolo rápido”, el 100 % de las ratas 
desarrollaron una cirrosis micronodular y el 60 % desarrollaron ascitis, siendo la 
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mortalidad asociada del 30 % (129). A pesar de las aparentes ventajas del protocolo de 
Regimbeau et al, no conocemos otros estudios en la literatura en los que se haya 
utilizado su protocolo ni una comparación en paralelo entre ambos. 
 
Con el objeto de elegir el protocolo más reproducible para estudiar posteriormente 
los posibles efectos de la enoxaparina sobre la cirrosis, realizamos una comparación en 
paralelo entre el protocolo original de Runyon (administración orogástrica de CCl4 una 
vez por semana) y el protocolo rápido de Regimbeau en el que introdujimos una ligera 
modificación (administración orogástrica de CCl4 los lunes y viernes en lugar de cada 4 
días). A pesar de que la dosis global de CCl4 utilizada fue similar en ambos protocolos, 
los resultados de nuestro trabajo indican que el protocolo de Regimbeau modificado 
(CCl4-[2xSem]) es superior al protocolo de Runyon (CCl4-[1xSem]) en el desarrollo de 
fibrosis hepática e hipertensión portal a las 12 semanas de tratamiento, sin asociar una 
mayor mortalidad: 
 
1) Desarrollo de fibrosis hepática y disfunción hepatocelular. 
 
Si bien los dos protocolos resultaron en el desarrollo de una cirrosis hepática con 
presencia de nódulos de regeneración separados por gruesos tabiques fibrosis porto-
portales y/o centro-portales, el protocolo de Regimbeau (CCl4-[2xSem]) modificado 
indujo un grado de fibrosis ostensiblemente mayor. Aunque las escalas tradicionales 
semicuantitativas, como la escala de Ishak, no permiten diferenciar la gravedad y 
pronóstico de los pacientes con las alteraciones arquitecturales que definen la cirrosis, 
ya que ésta constituye el último estadio histológico, el grado de fibrosis presente en la 
cirrosis es importante. Así, la cuantificación de la fibrosis en muestras de hígado 
humanas (la denominada área proporcional de colágeno) fue el único parámetro 
histológico que predijo de forma independiente la aparición de una descompensación 
de la enfermedad hepática en un estudio realizado por Tsochatzis et al (194). Por lo 
tanto, el mayor grado de fibrosis desarrollado con el protocolo de Regimbeau 
modificado apoya la existencia de un mayor daño hepático que el conseguido por el 
protocolo de Runyon. En consonancia con estos datos, las ratas que siguieron el 
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protocolo de Regimbeau modificado tuvieron una alteración más marcada de los 
parámetros analíticos de función hepática y una mayor atrofia hepática que las que 
siguieron el protocolo de Runyon. En estudios previos en ratas tratadas con CCl4, el 
grado de atrofia hepática ha sido descrito como un signo de enfermedad hepática más 
avanzada (124, 126). 
2) Desarrollo de hipertensión portal y ascitis.
Los dos protocolos de administración orogástrica de CCl4 evaluados resultaron en 
un aumento de presión portal y en esplenomegalia comparados con el grupo de ratas 
controles, indicando que ambos protocolos indujeron el desarrollo de hipertensión 
portal. Al igual que en el caso de la fibrosis, las ratas que siguieron el protocolo de 
Regimbeau modificado (CCl4-[2xSem]) desarrollaron ascitis más frecuentemente, y 
tuvieron una presión portal significativamente más elevada y una esplenomegalia más 
marcada que aquellas que siguieron el protocolo de Runyon (CCl4-[1xSem]). La alta 
frecuencia de ascitis (80%) encontrada en las ratas que siguieron el protocolo de 
Regimbeau modificado pone de manifiesto la consistencia y reproducibilidad de dicho 
protocolo, y contrasta con el bajo porcentaje de ascitis (10 %) obtenido con el 
protocolo de Runyon. Un resultado similar con este último protocolo ha sido 
comunicado por Úbeda et al, ya que observaron que todas las ratas desarrollaron una 
cirrosis hepática después de 12 semanas, pero ninguna de ellas presentó ascitis (153). 
Por el contrario, Guarner et al comunicaron un porcentaje de ascitis del 95 % tras una 
media de 10 semanas de administración de CCl4 (SD 2,1) utilizando el mismo protocolo 
(150). Estos estudios, por tanto, apoyan la baja reproducibilidad del protocolo de 
Runyon. En este sentido, parece esencial la necesidad por parte de cada laboratorio de 
probar cada modelo antes de su utilización en estudios experimentales, ya que su 
eficacia puede estar condicionada por factores como el tipo de estabulación o la 
climatización propia de cada centro de investigación. 
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3) Mortalidad. 
 
Pese a la mayor periodicidad de administración del CCl4 en el protocolo de 
Regimbeau modificado (dos veces por semana vs. una vez por semana), la dosis global 
de CCl4 recibida por cada rata fue similar en ambos protocolos y no hubo diferencias 
significativas en la mortalidad entre ellos. La mortalidad asociada a la administración 
de CCl4 generalmente se atribuye al daño hepático agudo producido por el mismo 
(124, 149). La aparente tendencia a una mayor mortalidad en el protocolo de 
Regimbeau modificado comparado con el de Runyon (CCl4-[2xSem]: 33% vs. CCl4-
[1xSem]: 17%, p= 0,41) no puede ser atribuida a este motivo, puesto que 3 de las 5 
ratas en el protocolo de Regimbeau modificado lo hicieron como consecuencia de una 
inyección accidental del CCl4 en la vía respiratoria. Sí es lógico pensar que la 
administración del CCl4 dos veces por semana en dicho protocolo favorezca ese tipo 
de error. 
 
Idealmente, nuestro estudio podría haber incluido en la comparación en paralelo un 
tercer protocolo consistente en la administración de CCl4 por vía inhalatoria. Dicha 
ruta de administración es una de las más utilizadas actualmente, y son escasos los 
estudios que hayan comparado la eficacia en inducir cirrosis hepática en función de la 
vía de administración del CCl4. La administración de CCl4 por vía inhalatoria, sin 
embargo, requiere de una mayor infraestructura, la cual no estaba disponible en 
nuestro centro durante la realización del estudio. En cualquier caso, los resultados de 
nuestro trabajo indican que el protocolo de Regimbeau modificado es un método 
rápido y reproducible de inducir cirrosis hepática e hipertensión portal avanzadas, 
haciéndolo el protocolo de administración orogástrica de CCl4 más atractivo para 
estudiar posibles efectos de intervenciones terapéuticas como la enoxaparina. 
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II. ¿ES LA ANESTESIA CON SEVOFLURANO MEJOR QUE LA COMBINACIÓN DE
KETAMINA+DIAZEPAM PARA LA REALIZACIÓN DE ESTUDIOS HEMODINÁMICOS EN
RATAS NORMALES O CON HIPERTENSIÓN PORTAL?
El régimen anestésico ideal en estudios experimentales de hipertensión portal 
debería cumplir una serie de requisitos generales (aplicables a cualquier modelo de 
enfermedad) y otros requisitos específicos para este síndrome, entre ellos: 1) su 
dosificación debe ser fácilmente ajustable para evitar episodios de inestabilidad 
hemodinámica u otras complicaciones derivadas de la sobredosificación anestésica, 2) 
su uso debe ser compatible con el equipamiento disponible en el laboratorio, 3) debe 
emplear fármacos no hepatotóxicos y sin metabolismo hepático para evitar un 
agravamiento de la enfermedad hepática y que ésta pueda interferir con su 
farmacocinética, y 4) el régimen anestésico no debe tener efectos (o al menos mínimos 
efectos) sobre la hemodinámica sistémica y esplácnica característica del síndrome de 
hipertensión portal (163, 186). 
La anestesia con ketamina, generalmente asociada a diazepam, es el régimen 
anestésico más frecuentemente utilizado en la literatura para la medición de la 
hemodinámica sistémica y de la presión portal en roedores. La anestesia con 
Ketamina+Diazepam tiene como principales ventajas que no requiere apenas 
equipamiento y que su manipulación no es peligrosa para el investigador. Sin embargo, 
tanto la ketamina como el diazepam tienen metabolismo hepático y el nivel de la 
anestesia es poco controlable debido a su variable absorción y sensibilidad individual a 
los mismos (169, 195). Además, su administración en este tipo de estudios se suele 
hacer por vía intramuscular en lugar de intraperitoneal para que no afecte la 
reactividad vascular esplácnica, sobrepasando generalmente los límites de volumen 
que son aceptados para dicha vía y haciendo su absorción más errática aún. Frente a la 
combinación Ketamina+Diazepam, la anestesia con sevoflurano ofrece una inducción 
mucho más rápida de la anestesia, y un control más rápido y preciso de la profundidad 
de la misma. Otra importante ventaja del sevoflurano es que se elimina principalmente 
por vía respiratoria sin apenas ser metabolizado por el hígado (<5 %) (196). Las 
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principales desventajas de la anestesia con sevoflurano son derivadas de la necesidad 
de un equipamiento más complejo y costoso, y de la potencial toxicidad al personal 
investigador en caso de no utilizar un equipo adecuado (197). 
 
Dadas las importantes ventajas que la anestesia con sevoflurano tiene a priori 
frente a la anestesia con Ketamina+Diazepam, decidimos realizar una comparación en 
paralelo de ambos regímenes anestésicos con dos fines principales: 1) confirmar las 
ventajas de la anestesia con sevoflurano, y 2) validar la anestesia con sevoflurano para 
la realización de mediciones hemodinámicas en estudios de enfermedad hepática e 
hipertensión portal. Para ello, utilizamos un modelo de hipertensión portal inducido 
por la LPVP, el cual es más fácil, rápido y reproducible respecto a la inducción de 
hipertensión portal que los modelos experimentales de cirrosis hepática. El desarrollo 
de hipertensión portal, esplenomegalia y atrofia hepática observadas en las ratas con 
LPVP en nuestro trabajo apoyan la validez del modelo, aunque los cambios en el peso 
hepático tras esta cirugía pueden ser muy variables (103). 
 
Los resultados de nuestro trabajo sugieren que la anestesia con sevoflurano es 
superior a la anestesia con Ketamina+Diazepam en términos de control y estabilidad 
del plano anestésico, de disminución de la mortalidad relacionada con la anestesia, y 
de cumplimiento de las guías de administración, sin que dichas ventajas interfieran con 
las mediciones de parámetros hemodinámicos sistémicos y hepáticos que son objeto 
de estudio. Así, los principales aspectos que se evaluaron fueron los siguientes: 
 
1) Estabilidad de la anestesia. 
 
Tanto la anestesia con sevoflurano como la combinación de ketamina+diazepam 
lograron una adecuada profundidad anestésica en ratas normales y en ratas con 
hipertensión portal inducida por LPVP. Sin embargo, las ratas anestesiadas con 
Ketamina+Diazepam, tanto normales como con hipertensión portal, presentaron una 
mayor variabilidad de su sensibilidad individual, requiriendo algunas ratas dosis 
adicionales de ketamina mientras que otras permanecieron adecuadamente 
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anestesiadas a lo largo de todo el estudio con la dosis inicial. La mayor variabilidad de 
la frecuencia respiratoria en las ratas anestesiadas con la combinación 
Ketamina+Diazepam también sugiere que el plano anestésico podría haber sido 
ligeramente distinto entre ellas en el momento del estudio. 
2) Mortalidad relacionada con la anestesia.
Sólo las ratas anestesiadas con la combinación Ketamina+Diazepam, pero no las 
anestesiadas con sevoflurano, presentaron mortalidad durante la preparación y 
realización del estudio hemodinámico, rozando dicha diferencia la significación 
estadística (grupos Sevo: 0% vs. grupos KD: 20,8 %; p=0,065). Estos resultados son 
similares a los encontrados en otros estudios en los que se ha utilizado la ketamina en 
combinación tanto con diazepam como xilacina. Así, Wixson et al describieron una 
mortalidad de entre el 10-50 % con la combinación de Ketamina+Diazepam y de hasta 
el 36 % con ketamina+xilacina en una serie de artículos dirigidos a valorar la influencia 
de distintos regímenes anestésicos sobre la nocicepción, temperatura y sistema 
cardiorrespiratorio en ratas normales (184, 195, 198, 199). En ratas cirróticas, Van 
Roey et al también observaron una mortalidad superior al 30 % en aquellas 
anestesiadas con ketamina (187). 
3) Cumplimiento de las guías de administración.
En todos los estudios mencionados previamente, los fármacos se administraron 
por vía intraperitoneal (184, 195, 198, 199) (187). En roedores, la vía intraperitoneal es 
preferible a la vía intramuscular debido a la baja masa muscular de los mismos, la cual 
es un factor limitante del volumen de inyección de los anestésicos. En los modelos 
animales de hipertensión portal, sin embargo, la vía intramuscular se ha preferido 
tradicionalmente sobre la vía intraperitoneal, ya que ésta última puede interferir más 
con la hemodinámica esplácnica por su absorción mesentérica y se considera menos 
segura.  Así, se ha descrito hasta un 24 % de inyecciones fallidas con la ruta 
intraperitoneal en roedores, y su administración puede causar una irritación peritoneal 
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que dificulte estudiar procesos como la ascitis (200, 201). Por estar razones, y al igual 
que en estudios experimentales de hipertensión portal previos, en nuestro trabajo 
utilizamos la vía intramuscular. Es importante destacar que los volúmenes de inyección 
administrados de Ketamina+Diazepam fueron entre un 150 % y un 435 % superiores a 
los recomendados para esta ruta parenteral (no más de 0,1-0,2 mL por lugar de 
inyección) (162, 173). Los mayores niveles de AST y lactato, y los valores más bajos de 
HCO3 observados en los dos grupos anestesiados con Ketamina+Diazepam 
posiblemente estén en relación con una necrosis muscular producida por la inyección 
de estos grandes volúmenes. 
 
4) Parámetros cardio-respiratorios. 
 
Ambos regímenes anestésicos tuvieron un efecto similar sobre la presión arterial 
media en ratas con o sin hipertensión portal, pero la frecuencia cardíaca y la frecuencia 
respiratoria fueron más altas en los grupos anestesiados con Ketamina+Diazepam que 
en aquellos anestesiados con sevoflurano. Estos resultados están en la línea de 
estudios previos en los que la combinación Ketamina+Diazepam producía una menor 
depresión respiratoria que otros regímenes anestésicos (184, 185), habiéndose 
descrito también un incremento de la frecuencia respiratoria con la utilización aislada 
de ketamina (202). 
 
Con respecto a los efectos de estos regímenes anestésicos sobre la hemodinámica 
sistémica en ratas normales o con hipertensión portal, nuestros resultados son 
similares a los descritos en estudios previos, aunque las sustanciales diferencias 
metodológicas hacen que no sean totalmente comparables (p.ej. modelo animal, cepa, 
edad o ruta de administración de la ketamina) (Tablas 7 y 8). Los primeros estudios que 
valoraron la influencia de la anestesia sobre la hemodinámica sistémica y regional 
tuvieron como grupo control a ratas conscientes con y sin hipertensión portal tanto en 
condiciones de normovolemia como de hipovolemia. El objetivo de dichos estudios era 
determinar cuál de los regímenes anestésicos afectaba menos al sistema 
cardiovascular y se asemejaba más al estado hemodinámico del grupo control. Para 
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ello, utilizaron ratas en las que se realizaban las mediciones hemodinámicas en un 
estado totalmente consciente (sin administración de ningún anestésico), utilizando 
catéteres insertados previamente bajo sedación con pentobarbital (114, 115, 166, 177-
179, 186-188). Aunque hay autores que consideran que los estudios hemodinámicos 
debieran realizarse en estado consciente (187), este tipo de diseño experimental 
podría considerarse inadecuado por cuestiones éticas en la actualidad. La ketamina fue 
uno de los agentes más estudiados (generalmente sin asociar diazepam o xilacina), 
además de otros fármacos que actualmente no se emplean como el halotano, el éter, 
el enflurano, o el pentobarbital. En aquellos estudios realizados en ratas sin 
hipertensión portal, todos los anestésicos redujeron tanto la frecuencia cardíaca como 
la presión arterial media, pero la ketamina fue la que menos los afectó en comparación 
con el grupo control (177, 179). En el único estudio en ratas sin cirrosis en el que se 
comparó la ketamina con el isoflurano (anestésico halogenado de efectos similares al 
sevoflurano), se observó que el isoflurano se acompañaba de una mayor reducción de 
la presión arterial media y de la frecuencia cardíaca, aunque dicha disminución era 
menor que la producida por el resto de anestésicos evaluados (halotano y enflurano) 
(179). En ratas con cirrosis biliar inducida por la LC, por el contrario, la ketamina y el 
isoflurano redujeron de forma similar la presión arterial media y no afectaron a la 
frecuencia cardíaca en comparación con ratas cirróticas en estado consciente (186). 
Estos resultados contrastan con las observaciones realizadas en los estudios de Sikuler 
et al (115) y Van Roey et al (187), ambos realizados utilizando anestesia con ketamina. 
Mientras que los primeros observaron una mayor presión arterial media en ratas con 
cirrosis inducida por LC en comparación con el grupo control, los segundos 
encontraron que la presión arterial media permanecía inalterada en ratas con cirrosis 
inducida por CCl4. Pese a que actualmente la ketamina se suele utilizar en 
combinación con otros fármacos como el diazepam o xilacina para disminuir sus 
efectos secundarios, son pocos los estudios que han valorado los efectos de la 
combinación de Ketamina+Diazepam sobre parámetros cardiovasculares, y ninguno de 
ellos ha sido realizado en ratas con hipertensión portal. Así, en estudios realizados en 
ratas normales en condiciones de normovolemia e hipovolemia, se ha observado que 
la combinación de Ketamina+Diazepam aumenta la presión arterial media y la 
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frecuencia cardíaca comparada con otros anestésicos, como el isoflurano o la 
combinación ketamina+xilazina (183) (184) (185). Estos resultados están acordes a los 
encontrados en nuestro trabajo, en el que la administración de la combinación de 
Ketamina+Diazepam resultó en una mayor frecuencia cardíaca tanto en ratas normales 
como con hipertensión portal que en aquellas ratas anestesiadas con sevoflurano. La 
medición de la presión arterial media en nuestro estudio, por el contrario, no estuvo 
influida por el tipo de régimen anestésico empleado. 
5) Medición de la presión portal.
Son pocos los estudios que hayan valorado los efectos de la anestesia con 
ketamina sobre la presión portal. Van Roey et al no objetivaron ningún efecto de la 
ketamina sobre la presión portal ni en ratas normales ni en ratas con cirrosis hepática 
inducida por CCl4 (187). Hasta donde sabemos, ningún otro estudio ha evaluado los 
efectos del sevoflurano o de la ketamina (ya sea como anestésico aislado o en 
combinación con diazepam) sobre la presión portal. Nuestro estudio, por tanto, aporta 
información valiosa en el sentido que demuestra que la medición de la presión portal 
no se ve influenciada por el uso de Ketamina+Diazepam en comparación con el uso de 
sevoflurano. Desgraciadamente, en nuestro trabajo no pudimos evaluar los posibles 
efectos de la combinación Ketamina+Diazepam en comparación con el sevoflurano 
sobre el flujo portal o arterial hepático, un aspecto del que sí existe más información 
sobre el efecto de anestésicos en la literatura. En ratas normales, por ejemplo, se ha 
descrito que la ketamina aumenta el flujo portal y puede tener un efecto variable 
sobre el flujo hepático arterial, ya que se han observado tanto una reducción (179) 
como una ausencia de efecto sobre el mismo (115, 177). Por su parte, el sevoflurano e 
isoflurano no afectaron el flujo portal ni arterial hepático en estudios previos 
realizados (179, 180). En ratas con hipertensión portal, el isoflurano tampoco afectó el 
flujo portal ni arterial hepático (186); la ketamina, por el contrario, redujo el flujo 
arterial hepático pero no afectó el flujo portal en ratas cirróticas por LC (115, 186).  
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Finalmente, ninguno de los regímenes anestésicos utilizados en nuestro trabajo 
alteraron los parámetros de función hepática. Es cierto que el uso de la combinación 
de Ketamina+Diazepam se asoció a una curiosa elevación de los valores de la serie roja 
respecto al resto de grupos, pero esta observación es probablemente irrelevante dado 
que todos los valores se mantuvieron dentro del rango fisiológico normal. Del mismo 
modo, los niveles más elevados de fibrinógeno y sodio sérico y más disminuidos de 
glucosa y fosfatasa alcalina encontrados en las ratas con LPVP comparados con las 
ratas controles están también dentro del rango de la normalidad y están en relación 
con la respuesta inflamatoria postquirúrgica y alteraciones propias de la LPVP, no 
estando influidas por el tipo de régimen anestésico (162, 203). Aunque en nuestro 
trabajo no se incluyó un modelo de cirrosis hepática para evaluar una posible 
influencia de la enfermedad hepática avanzada en los efectos de los anestésicos 
utilizados, es poco probable que tal influencia exista dado el bajo metabolismo 
hepático del sevoflurano y la ausencia de efectos de la ketamina sobre la presión 
arterial media o la presión portal descrita en ratas con cirrosis hepática inducida por LC 
y CCl4 en estudios previos (115, 186, 187). Nuestro trabajo, por tanto, valida la 
utilización de la anestesia con sevoflurano para la realización de estudios 
hemodinámicos sistémicos y hepáticos en ratas normales o con hipertensión portal. 
 
III. ¿ES BENEFICIOSO EL TRATAMIENTO A LARGO PLAZO CON ENOXAPARINA EN LA 
CIRROSIS HEPÁTICA AVANZADA EXPERIMENTAL? 
 
En los últimos años, la posibilidad de que el tratamiento con anticoagulantes, 
particularmente con enoxaparina, pueda influir eventos patogénicos relevantes de la 
historia natural de la cirrosis hepática está recibiendo una creciente atención. Estas 
expectativas derivan de la comunicación de discretos efectos beneficiosos del 
tratamiento con anticoagulantes contra el desarrollo de fibrosis en varios estudios 
experimentales (13-20, 92) y, sobre todo, de los resultados obtenidos en dos estudios 
clínicos que evaluaron la eficacia de la heparina para mejorar la fibrosis o prevenir el 
desarrollo de trombosis portal en pacientes con enfermedad hepática. En estos 
estudios clínicos, Shi et al observaron una disminución de la fibrosis y una mejoría de 
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los parámetros de función hepática en pacientes con hepatitis B crónica tratados con 
heparina de bajo peso molecular o con heparina no fraccionada durante 3 semanas 
(204). En un estudio clínico más reciente, Villa et al observaron que la administración 
de enoxaparina a dosis profiláctica en pacientes con cirrosis hepática (Child B7-C10) no 
solo previno el desarrollo de trombosis portal, sino que también retrasó la aparición de 
complicaciones de la enfermedad y aumentó la supervivencia (72). Aunque es 
concebible que la prevención de la trombosis portal por la enoxaparina podría haber 
contribuido a disminuir la progresión de la enfermedad a través de una disminución de 
la fibrosis (por prevenir la extinción parenquimatosa y la activación de las células 
estrelladas por la trombina) y de la congestión esplácnica, amplios estudios 
observacionales recientes sugieren que el desarrollo de trombosis portal no se 
acompaña de un mayor riesgo de progresión de la enfermedad ni de un aumento de la 
mortalidad (60, 205). Este hecho, junto con la falta de proporcionalidad entre el efecto 
sobre la prevención de la trombosis portal y los beneficios observados en la 
prevención de complicaciones y aumento de supervivencia en el estudio de Villa et al, 
apuntan a que la enoxaparina podría tener efectos beneficiosos en pacientes con 
cirrosis independientes de la prevención de la trombosis portal. Con esta información 
de base, pensamos que era importante realizar un estudio en distintos modelos 
experimentales para investigar la posible influencia de la dosis de enoxaparina 
utilizada y de su administración a largo plazo, realizando una evaluación exhaustiva 
conjunta de sus efectos sobre el desarrollo de fibrosis, disfunción hepática, 
hipertensión portal y disfunción endotelial. A pesar de su importancia, estos dos 
últimos aspectos no han sido explorados en ningún estudio experimental previo. 
Desgraciadamente, en nuestro trabajo no observamos ningún efecto beneficioso de 
la administración de enoxaparina, en distintas dosis, sobre ninguno de los parámetros 
evaluados. Así, la administración de la enoxaparina, en una variedad de modelos 
experimentales de cirrosis, no previno ni disminuyó el desarrollo de fibrosis y 
disfunción hepática, ni la hipertensión portal y ascitis, ni la infección del líquido ascítico 
o la respuesta inflamatoria, ni la disfunción endotelial propia de la vascularización del
hígado con cirrosis. Al contrario, las ratas con cirrosis hepática inducida por CCl4 oral 
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que recibieron una dosis alta de enoxaparina (180 UI/kg) mostraron una mayor 
mortalidad que el resto de los grupos, con tan sólo 2 ratas alcanzando el final del 
estudio. Este grupo (CCl4-Enox180) fue excluido del resto de comparaciones, ya que su 
inclusión introduciría un importante sesgo de selección al tratarse probablemente de 
ratas con una baja susceptibilidad al daño inducido por el CCl4 (uno de los 
inconvenientes de este modelo). En cualquier caso, la incorporación de las ratas del 
grupo CCl4-Enox180 al análisis estadístico no se acompañó de diferencias en el grado 
de fibrosis o en los parámetros hemodinámicos comparado con los otros grupos de 
ratas con cirrosis (CCl4-Salino y CCl4-Enox40) (datos no mostrados). El tratamiento con 
enoxaparina a dosis alta (180 UI/kg), por el contrario, no influyó en la mortalidad en el 
modelo de cirrosis biliar inducida por LC (que fue menor que la del modelo por CCl4), 
pero tampoco influyó en el desarrollo de fibrosis, de hipertensión portal o de la 
infección del líquido ascítico. 
La ausencia de efectos de la enoxaparina sobre el desarrollo de fibrosis hepática es 
una observación sólida y concluyente de nuestro trabajo, con gran consistencia en las 
dos dosis de enoxaparina utilizadas y en todos los modelos experimentales explorados 
(cirrosis hepática inducida por CCl4 y por LC). Más aún, la ausencia de efectos de la 
enoxaparina se demostró no sólo a nivel de cuantificación del área de fibrosis hepática 
en cada rata mediante dos tinciones histológicas (rojo Sirio y tricrómica de Masson) 
sino también, de forma más fina, a nivel de la expresión de varios genes (Col1a1, 
Timp1, Acta2) relacionados con el desarrollo de fibrosis en el hígado. 
Nuestros resultados contrastan con estudios experimentales previos en los que se 
observaron efectos beneficiosos de diversas heparinas de bajo peso molecular y de la 
heparina no fraccionada sobre la fibrosis hepática (13-20). Dichos estudios utilizaron 
distintos modelos animales, y distintos tipos de heparina, de dosis, de duración y de 
ruta de administración (Tabla 9). Es importante destacar que, en el único estudio que 
comparó en paralelo varios tipos de heparinas, la eficacia de cada una de ellas para 
disminuir el daño y fibrosis hepáticas fue diferente, presentando algunas incluso 
efectos deletéreos (14). En dicho estudio, las ratas con cirrosis biliar inducida por LC 
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que recibieron nadroparina presentaron una reducción de la fibrosis mayor que la 
producida por la enoxaparina, mientras que la administración de heparina no 
fraccionada y de tinzaparina se asoció, respectivamente, a una elevación de los niveles 
de bilirrubina y a un empeoramiento de la fibrosis (14). Una posible explicación podría 
ser que la nadroparina y la enoxaparina poseen un ratio anti-Xa:anti-IIa mayor que la 
tinzaparina (3,6-3,8 vs. 1,8) y un perfil farmacocinético mejor que la heparina no 
fraccionada (206). La utilización de heparina no fraccionada a dosis más elevadas, sin 
embargo, sí que resultó en una disminución de la fibrosis y de la colestasis en otro 
estudio realizado en ratas con cirrosis inducida por CCl4 (20). 
 
Existen varias razones que pueden explicar la discrepancia entre nuestros hallazgos 
y los efectos beneficiosos de las heparinas de bajo peso molecular y de la heparina no 
fraccionada observados en estudios previos. En primer lugar, los efectos beneficiosos 
encontrados en estudios experimentales previos fueron generalmente menores y en 
ocasiones, como se ha mencionado anteriormente, discrepantes. En todos ellos, 
además, la valoración de la eficacia de la heparina se limitó casi exclusivamente a la 
extensión de la fibrosis, sin evaluar conjuntamente otros aspectos que también es 
esperable que se modifiquen en presencia de una mejoría de la fibrosis. Creemos que 
tal evaluación conjunta, como la realizada en nuestro trabajo, hubiese aportado mayor 
solidez a sus resultados. El protocolo de administración de enoxaparina es otra 
diferencia metodológica importante entre nuestro trabajo y los estudios previos. 
Mientras que en estos últimos las heparinas fueron administradas desde el comienzo 
de los modelos (antes de que se hubiera desarrollado una cirrosis hepática), en 
nuestro trabajo administramos la enoxaparina a partir de la octava semana de 
administración del CCl4 (momento en el que están plenamente establecidas las 
alteraciones estructurales propias de la cirrosis) (129). Sólo en el modelo de cirrosis 
biliar inducida por LC iniciamos la administración de enoxaparina antes del desarrollo 
de cirrosis pero, a diferencia del estudio de Abdel-Salam et al (14), prolongamos su 
duración una semana más para poder valorar su eficacia en un estadio más avanzado 
de la enfermedad hepática. Esta diferencia es importante, ya que tanto la 
farmacocinética como farmacodinamia de la enoxaparina puede alterarse en función 
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de la gravedad del daño hepático. Así, se ha descrito un aumento del efecto 
anticoagulante de la heparina no fraccionada y de las heparinas de bajo peso 
molecular en muestras de suero de pacientes cirróticos (207, 208). 
Dada la ausencia de efectos de la enoxaparina sobre la fibrosis hepática encontrada 
en nuestro trabajo, la exploración de posibles mecanismos fue relativamente limitada. 
Basados en la disminución de biomarcadores de daño enterocítico y de la activación 
inmune frente a productos bacterianos encontrada en pacientes tratados con 
enoxaparina comparado con el grupo placebo, los autores del estudio clínico de Villa et 
al sugirieron que los efectos beneficiosos de la enoxaparina podrían haberse debido a 
una mejoría de la microcirculación intestinal que resultaría en un menor daño 
enterocítico y, con ello, en una menor translocación bacteriana (72). Los datos 
procedentes de nuestro estudio, sin embargo, no permiten apoyar dicha hipótesis, ya 
que el tratamiento con enoxaparina no redujo la frecuencia de infección del líquido 
ascítico (marcador, aunque poco preciso, de episodios de translocación bacteriana) ni 
los niveles de IL-6 circulante (marcador de la respuesta inflamatoria sistémica) en las 
ratas con cirrosis inducida por CCl4 ni en las ratas con cirrosis inducida por LC. Otros 
potenciales mecanismos de actuación de la enoxaparina, como por ejemplo el 
aumento de niveles de factor de crecimiento hepatocitario o la disminución del factor 
de crecimiento transformante beta-1, no fueron evaluados en nuestro estudio (16). 
Otro hallazgo relevante de nuestro trabajo fue la ausencia de efectos de la 
enoxaparina sobre la hipertensión portal y la disfunción endotelial propia de la cirrosis 
hepática. Ningún estudio publicado en forma de manuscrito original ha realizado una 
evaluación específica de los efectos de la heparina sobre estos parámetros. Tan sólo en 
un trabajo presentado en forma de Abstract en el congreso de la European Association 
for the Study of the Liver de 2013, se comunicó que la administración de enoxaparina a 
dosis alta (180 UI/kg) durante una semana disminuyó la fibrosis y la hipertensión portal 
en ratas con cirrosis temprana inducida por CCl4 inhalado (92). Aunque la ausencia de 
efectos de la enoxaparina sobre la presión portal encontrada en nuestro trabajo fue 
consistente en todo el espectro de dosis y modelos experimentales utilizados, no 
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podemos descartar que un tratamiento limitado en el tiempo como el utilizado en el 
estudio comentado pueda tener efectos temporales sobre la fibrosis y la presión 
portal, ya que todas nuestras evaluaciones fueron realizadas al final del seguimiento. 
Teóricamente, los efectos pleiotrópicos de la enoxaparina podrían reducir la presión 
portal por mecanismos adicionales a su potencial efecto antifibrótico. El desarrollo de 
hipertensión portal en la cirrosis hepática se debe a un aumento de la resistencia 
vascular hepática (mecanismo primario) y del flujo portal (mecanismo perpetuador y 
agravante) (209). El aumento de la resistencia vascular hepática es consecuencia de la 
distorsión del parénquima hepático y de un aumento del tono vascular secundario a 
una mayor producción de agentes vasoconstrictores y a una menor liberación de 
sustancias vasodilatadoras por disfunción de las células endoteliales sinusoidales 
hepáticas (210). La angiogénesis juega un papel fundamental en el segundo 
mecanismo al favorecer la hiperemia esplácnica, y podría contribuir también a 
aumentar la resistencia vascular hepática (210). Finalmente, un daño hepático agudo 
con su inflamación asociada puede agravar la hipertensión portal o incluso ser su causa 
en ausencia de cirrosis hepática (211). Por lo tanto, la potencial capacidad de la 
enoxaparina para mejorar la disfunción endotelial (28, 29) y sus potenciales efectos 
anti-angiogénicos (26, 27) y anti-inflamatorios (22-25) podrían influir beneficiosamente 
en los dos mecanismos patogénicos de la hipertensión portal mencionados. En el 
presente trabajo, sin embargo, la enoxaparina no redujo la presión portal en ninguno 
de los modelos animales evaluados. Más aún, no observamos ningún efecto 
beneficioso de la enoxaparina a dosis baja (40 UI/kg/24h) sobre la disfunción 
endotelial en los estudios de perfusión de hígado aislado realizados para valorar su 
efecto sobre la vasodilatación dependiente e independiente del endotelio tanto del 
lecho portal como del arterial hepático. Por el contrario, la administración de dosis 
altas de enoxaparina (180 UI/kg/24h) desde el inicio de la exposición a CCl4 inhalado 
resultó en un empeoramiento de la disfunción endotelial con un aumento de las 
resistencias sinusoidal y de la arteria hepática. 
11. RESUMEN
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En resumen, los hallazgos de nuestro trabajo para cada uno de los Objetivos 
fueron los siguientes: 
 
Objetivo I.A: Comparación de dos protocolos de inducción de cirrosis hepática en 
ratas basados en la administración oral de CCl4. 
1. Tanto el protocolo de administración de CCl4 de Runyon como el protocolo de 
Regimbeau modificado fueron eficaces para inducir cirrosis hepática e hipertensión 
portal en ratas. 
2. En comparación con el protocolo de Runyon, el protocolo de Regimbeau 
modificado desarrollado en nuestro trabajo resultó en: 
a. Una mortalidad asociada similar. 
b. Una curva de ganancia de peso corporal más uniforme. 
c. Alteraciones de parámetros hematológicos, bioquímicos y de función 
hepática sugestivos de enfermedad hepática más avanzada. 
d. Parámetros cardio-respiratorios similares, salvo por una ligera disminución 
de la presión arterial media y de la frecuencia cardíaca. 
e. Un mayor grado de hipertensión portal, esplenomegalia y trombopenia, y 
una mayor incidencia de ascitis. 
f. Desarrollo de un mayor grado de fibrosis y de atrofia hepática. 
 
Objetivo I.B: Comparación de los efectos de la anestesia con sevoflurano con los de 
la anestesia con Ketamina+Diazepam en ratas normales y en ratas con hipertensión 
portal inducida por la ligadura parcial de la vena porta (LPVP). 
En comparación con la combinación Ketamina+Diazepam, la utilización de 
anestesia inhalada con sevoflurano resultó en: 
1. Unos parámetros anatómicos generales similares, incluyendo el grado de atrofia 
hepática y esplenomegalia en las ratas con LPVP. 
2. Una mayor estabilidad de la anestesia, con una menor necesidad de ajuste de 
dosis, y una mayor pero menos variable depresión respiratoria. 
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3. Una menor mortalidad asociada a la anestesia. 
4. Unos niveles circulantes de AST, lactato y bicarbonato más cercanos a la 
normalidad. 
5. Unos parámetros hemodinámicos sistémicos similares, salvo por una ligera 
disminución de la frecuencia cardíaca. 
6. Una precisión similar en la medida de la presión portal tanto en ratas normales 
como en ratas con hipertensión portal. 
 
Objetivo II: Determinación de los efectos de la enoxaparina, incluyendo la evaluación 
de distintas dosis, sobre la fibrosis hepática, la hipertensión portal y la disfunción 
endotelial, utilizando 3 modelos experimentales de cirrosis hepática. 
1. En ratas con cirrosis hepática inducida por la administración de CCl4 oral, la 
administración crónica de dosis bajas (40 UI/kg/24h) o altas (180 UI/kg/24h) de 
enoxaparina: 
a. No redujo la mortalidad asociada al modelo; al contrario, la mortalidad 
incluso aumentó en el grupo tratado con dosis altas. 
b. No atenuó la tendencia a una menor ganancia de peso corporal asociada a 
la administración de CCl4. 
c. No influyó en el deterioro de los parámetros hematológicos, bioquímicos o 
gasométricos característicos de la cirrosis; al contrario, el tratamiento con 
enoxaparina se asoció a menores niveles plasmáticos de fibrinógeno y 
mayores de bilirrubina y de potasio. 
d. No atenuó cualitativa ni cuantitativamente el desarrollo de fibrosis 
hepática, la inducción de genes pro-fibrogénicos en el hígado, ni el 
desarrollo de atrofia hepática. 
e. No influyó en ninguno de los parámetros cardio-respiratorios evaluados. 
f. No atenuó el grado de hipertensión portal, esplenomegalia o trombopenia, 
ni la incidencia de ascitis. 
g. No influyó ni en el desarrollo de infección del líquido ascítico ni en los 
niveles circulantes de IL-6. 
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2. En ratas con cirrosis biliar inducida por la ligadura del colédoco (LC), la
administración crónica de dosis altas (180 UI/kg/24h) de enoxaparina:
a. No influyó en la mortalidad, la cual fue prácticamente nula en este modelo
experimental.
b. No atenuó el empeoramiento de la ganancia de peso corporal asociada al
desarrollo de cirrosis biliar.
c. No influyó en el deterioro de los parámetros hematológicos o bioquímicos
característicos de la cirrosis, salvo por una ligera atenuación de las
elevaciones de bilirrubina e INR.
d. No atenuó cualitativa ni cuantitativamente el desarrollo de fibrosis
hepática, la inducción de genes pro-fibrogénicos en el hígado, ni el
desarrollo de hepatomegalia.
e. No influyó en ninguno de los parámetros cardio-respiratorios evaluados.
f. No atenuó el grado de hipertensión portal y esplenomegalia ni la incidencia
de ascitis; al contrario, el tratamiento con enoxaparina se asoció a un mayor
grado de hipertensión portal.
g. No influyó ni en el desarrollo de infección del líquido ascítico ni en los
niveles circulantes de IL-6.
3. En ratas con cirrosis hepática inducida por la inhalación de CCl4, la administración
de dosis bajas (40 UI/kg/24h) de enoxaparina:
a. No atenuó el empeoramiento de la respuesta vasodilatadora del árbol
portal y sinusoidal hepático característico de la cirrosis hepática, evaluada
en experimentos de perfusión portal aislada ex-vivo.
b. No influyó en la respuesta vasoconstrictora de la arteria hepática, evaluada
en experimentos de perfusión bivascular hepática ex-vivo.
4. En ratas con cirrosis hepática inducida por la inhalación de CCl4, la administración
de dosis altas (180 UI/kg/24h) de enoxaparina desde el inicio de la exposición a
CCl4:
a. Empeoró la deficiente respuesta vasodilatadora del árbol portal y sinusoidal
hepático característica de la cirrosis hepática, evaluada en experimentos de
perfusión portal aislada ex-vivo.
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b. Aumentó la respuesta vasoconstrictora de la arteria hepática en ausencia 
de inhibición de la síntesis de óxido nítrico sin influir en la misma cuando la 
síntesis de óxido nítrico fue inhibida, evaluada en experimentos de 
perfusión hepática bivascular ex-vivo. 
12. CONCLUSIONES

159
CONCLUSIONES  
Las conclusiones derivadas de los resultados de nuestro trabajo son las siguientes: 
1. El protocolo de Regimbeau modificado desarrollado en nuestro trabajo representa
un método más acelerado, eficaz y altamente reproducible de inducción de cirrosis
hepática, hipertensión portal y ascitis por administración de CCl4 en comparación
con el protocolo clásico de Runyon, sin asociar una mayor mortalidad.
2. La anestesia inhalada con sevoflurano es preferible a la anestesia intramuscular
con Ketamina+Diazepam para la realización de estudios hemodinámicos sistémicos
y hepáticos en ratas con y sin hipertensión portal por:
a. Su mayor estabilidad.
b. Su menor mortalidad asociada.
c. Evitar la inyección de volúmenes superiores a los recomendados por vía
intramuscular en pequeños animales, probable causa de necrosis muscular
con aumento de la AST.
d. Su idéntica capacidad para la realización de mediciones válidas y precisas de
la presión portal.
3. La administración crónica de enoxaparina a dosis altas o bajas no mejora la fibrosis
hepática, la hipertensión portal o la disfunción endotelial en diversos modelos
experimentales de cirrosis hepática avanzada en rata, sugiriendo que el protocolo
de administración y, sobre todo, el estadio de la cirrosis hepática pueden ser
factores determinantes para la obtención de efectos beneficiosos del uso de la
enoxaparina.
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